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Abstrakt
Teoreticka´ cˇa´st diplomove´ pra´ce poskytuje strucˇnou charakteristiku lidsky´ch mobil-
n´ıch geneticky´ch element˚u (transposon˚u), ktere´ tvorˇ´ı prˇiblizˇneˇ 50% lidske´ho genomu a
jsou schopny “ska´kat” z mı´sta na mı´sto. Jsou zde popsa´ny za´kladn´ı rozdeˇlen´ı a typy
transposon˚u prˇ´ıtomne´ v lidske´m genomu, mechanismy jejich sˇ´ıˇren´ı, aktivace a um-
lcˇova´n´ı. Pra´ce se take´ veˇnuje tzv. domestikaci transposon˚u, popisuje zp˚usoby jaky´mi
TE prˇisp´ıvaj´ı k posˇkozen´ı DNA a shrnuje nemoci zp˚usobene´ mutagenn´ı aktivitou trans-
poson˚u v lidske´m genomu. Za´veˇr teoreticke´ cˇa´sti je veˇnova´n technologi´ım sekvenace
prˇ´ıˇst´ı generace (NGS). V prakticke´ cˇa´sti byla analyzova´na data z RNA-seq experi-
mentu, pomoc´ı ktery´ch byla srovna´na aktivita transposon˚u v norma´ln´ıch a rakovin-
ny´ch bunˇka´ch prostaty a tluste´ho strˇeva. K analy´ze byly pouzˇity jak verˇejneˇ dostupne´
sofistikovane´ na´stroje (TopHat), tak vlastn´ı skripty. Vy´sledky dokazuj´ı, zˇe u rakovin-
ny´ch buneˇk docha´z´ı ke zvy´sˇene´ expresi transposon˚u, cozˇ koresponduje s publikovany´mi
vy´sledky a naznacˇuje souvislost aktivity transposon˚u se vznikem rakoviny.
Kl´ıcˇova´ slova
transposony, mobiln´ı geneticke´ elementy, LINE, L1, SINE,Alu, sekvenace nove´ gen-
erace, NGS, masivn´ı paraleln´ı sekvenova´n´ı, RNA-seq, rakovina, single-end, paired-end,
TopHat, Bowtie
Abstract
Theoretical part of this diploma thesis gives a brief characteristic of human mobile
elements (transposons), which represents nearly 50% of human genome. It provides basic
transposon clasification and describes types of transposons present in hunam genome,
as well as mobilization, activation and regulation mechanisms. The work also deals with
the domestication of transposons, describes the ways in which TE contribute to DNA
damage and summarizes the diseases caused by mutagenic activity of transposons in
the human genome. Conclusion of theoretical part describes next-generation sequencing
technologies (NGS). As practical part, data from RNA-seq experimet were analyzed in
order to compare differen transposon activity in normal and cancer cells from prostate
and colorectal tissues. As like as publicly available sophisticated tools (TopHat), new
scripts were created to analyze these data. The results show that cancer cells exhibit
overexpression of transposons. This corresponds with the published results and suggests
a connection of transposon activation with cancer development.
Keywords
transposons, mobile genetic elements, LINE, L1, SINE, Alu, next generation se-
quencing, NGS, massively paralell signature sequencing, RNA-seq, cancer, single-end,
paired-end, TopHat, Bowtie
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1 U´VOD
1 U´VOD
Mobiln´ı geneticke´ elementy, neboli transposony, jsou sekvence DNA schopne´ se v genomu
prˇemist’ovat z mı´sta na mı´sto. Acˇkoliv obecneˇ prˇij´ımany´ na´zor je, zˇe mobiln´ı geneticke´
elementy jsou vy´znamnou hybnou silou evoluce a hraj´ı d˚ulezˇitou roli v mnoha bio-
logicky´ch procesech, drˇ´ıve se rˇadily spolu s dalˇs´ımi sekvencemi do tzv. “junk DNA” ,
tedy DNA pro kterou se zat´ım nenasˇla zˇa´dna´ funkce. Oznacˇen´ı transposon˚u jako “junk
DNA” vyply´va´ uzˇ z jejich distribuce v genomu. Tato distribuce nen´ı na´hodna´, ale je
zvy´sˇena´ v heterochromatinu a v centromerovy´ch oblastech. Prˇesneˇji rˇecˇeno, r˚uzne´ trˇ´ıdy
transposon˚u oby´vaj´ı r˚uzne´ oblasti v genomu. U savc˚u se transposony ze trˇ´ıdy SINE
prˇednostneˇ nacha´zej´ı na GC-bohate´ regiony (bohate´ na geny), zat´ımco LINE trans-
posony maj´ı tendenci se hromadit v AT-bohaty´ch oblastech (chudy´ch na geny).
To zˇe geny mohou “ska´kat” z mı´sta na mı´sto a replikovat se, bylo v rozporu s obecneˇ
prˇij´ımany´m modelem staticke´ho genomu. Pohled na genom jako na dynamicky´ syste´m
nezmeˇnil ani pr˚ulomovy´ objev transposon˚u u kukurˇice Barbary McClintockove´ v roce
1948. Jej´ı pra´ce byla oceneˇna Nobelovou cenou azˇ zpeˇtneˇ roku 1983.
Vy´sledky Human Genome Project v roce 2001 odhalily, zˇe lidsky´ genom je te´meˇrˇ
z 50% tvorˇen mobiln´ımi geneticky´mi elementy. Acˇkoliv veˇtsˇinou jde o nefunkcˇn´ı frag-
menty posˇkozene´ silnou akumulac´ı mutac´ı, prˇiblizˇneˇ 0.05% transposon˚u z˚usta´va´ aktivn´ı
[53]. Jejich mutagenn´ı aktivita je spojena se vznikem mnoha geneticky podmı´neˇny´ch
onemocneˇn´ı. Kromeˇ inzercˇn´ı a post-inzercˇn´ı mutageneze se spekuluje o spojen´ı aktivity
transposon˚u a vznikem na´dorovy´ch onemocneˇn´ı. Rakovina prˇedstavuje proble´m kom-
plexn´ıch genomicky´ch zmeˇn, ne mutaci jednoho genu. Schopnost transposon˚u indukovat
velke´ zmeˇny ve strukturˇe, velikosti a organizaci genomu je proto prˇiva´d´ı do poprˇed´ı stu-
dia rakoviny.
Mnoho aspekt˚u jejich fungova´n´ı nicme´neˇ z˚usta´va´ sta´le neobjasneˇno. Prˇ´ıchod ma-
sivn´ıho paraleln´ıho sekvenova´n´ı vsˇak v posledn´ıch letech zp˚usobil na´r˚ust za´jmu o oblast
mobiln´ıch geneticky´ch element˚u, protozˇe umozˇnˇuje obdrzˇet veˇrna´ kvantitativn´ı data
rychleji a s nizˇsˇ´ımi na´klady, nezˇ tomu je u klasicke´ Sangerovy metody. Jelikozˇ jsou
tranposony zdrojem geneticke´ rozmanitosti, jejich studium by na´m mohlo pomoci le´pe
pochopit evoluci, stejneˇ jako pomoci porozumeˇt vzniku rakoviny a jiny´ch nemoc´ı.
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2 Mobiln´ı geneticke´ elementy
V minulosti se odhadovalo, zˇe lidska´ DNA obsahuje v rozmez´ı 50,000-100,000 gen˚u.
Jedn´ım z prˇekvapen´ı Human Genome Project byl revidovany´ odhad asi 30,000 gen˚u,
cozˇ tvorˇ´ı pouze 1.5% z celkove´ho mnozˇstv´ı (uvazˇujeme pouze exony). Jak je toto cˇ´ıslo
vy´znamne´ vynikne prˇi srovna´n´ı s genomem C.elegans, ve ktere´m bylo objeveno prˇiblizˇneˇ
20,000 gen˚u [3]. Tyto dva odhady jsou si velmi bl´ızke´, navzdory skutecˇnosti, jak moc
jsou tyto dva organismy od sebe evolucˇneˇ vzda´leny. Obecneˇ se uka´zalo, zˇe rozd´ıl mezi
pocˇty gen˚u spojeny´ch s diverzifikac´ı obratlovc˚u nen´ı zase tak za´vratny´ jak se p˚uvodneˇ
prˇedpokla´dalo. Zaj´ımavy´ je take´ nesoulad mezi velikost´ı genomu˚ a komplexnost´ı or-
ganismu, nazy´vany´ “paradox hodnoty C” [19], ktery´ rˇ´ıka´, zˇe neexistuje korelace mezi
velikost´ı genomu a komplexnost´ı organismu. Acˇkoli je pocˇet gen˚u u obou organismu˚
relativneˇ podobny´, velikost lidske´ho genomu te´meˇrˇ 33-kra´t prˇesahuje velikost genomu
C.elegans. Co tedy stoj´ı za tak velky´m rozd´ılem ve velikosti genomu˚?
Dnes jizˇ v´ıme, zˇe hlavn´ı slozˇkou prˇevla´daj´ıc´ı v lidske´m i mnoha jiny´ch genomech
jsou repetitivn´ı sekvence DNA, ktere´ mu˚zˇou mı´t dveˇ hlavn´ı podoby. Bud’ mohou by´t
usporˇa´da´ny jedna za druhou do podoby tandemovy´ch repetic, ktere´ se take´ oznacˇuj´ı
satelitn´ı DNA, a nebo se mohou vyskytovat rozpty´leneˇ. Rozpty´lene´ repetice oznacˇu-
jeme jako mobiln´ı geneticke´ elementy, neboli transposony (TE, z angl. Transposable
Elements). Transposony jsou repetitivn´ı a mobiln´ı sekvence DNA, ktere´ jsou schopne´
prˇemist’ovat se (“ska´kat”) v genomu z mı´sta na mı´sto.
Transposony se mohou sˇ´ıˇrit jak vertika´ln´ım prˇenosem, tedy z rodicˇ˚u na potomky,
tak i horizonta´lneˇ mezi druhy, jako retroviry.
2.1 Rozdeˇlen´ı TE
Podle zp˚usobu jejich transposice rozdeˇlujeme transposony do dvou hlavn´ıch skupin [1].
Prvn´ı skupina se prˇemist’uje prostrˇednictv´ım molekuly DNA mechanismem vyjmi a vlozˇ
(z angl. ’cut and paste’) a jej´ı cˇleny nazy´va´me DNA transposony (trˇ´ıda II). Elementy
spadaj´ıc´ı do druhe´ skupiny oznacˇujeme jako retroelementy (trˇ´ıda I). Retroelementy
vyuzˇ´ıvaj´ı molekuly mRNA ke sve´ transposici a sˇ´ıˇr´ı se mechanismem zkop´ıruj a vlozˇ
(z angl. ’copy and paste’). Retroelementy se da´le deˇl´ı na retrotransposony obsahuj´ıc´ı
dlouhe´ koncove´ repetice LTR (z angl. Long Terminal Repeat) a retroposony co LTR
neobsahuj´ı, tedy non-LTR. K retroelement˚um se rˇad´ı i virove´ elementy, prˇedevsˇ´ım retro-
9
2.2 Mechanismy sˇ´ıˇren´ı TE 2 MOBILNI´ GENETICKE´ ELEMENTY
viry a jim podobne´ elementy.
DNA transposony prˇevla´daj´ı u bakteria´ln´ıch genomu˚, kde nale´za´me prˇedevsˇ´ım IS
elementy (z angl. Insertion Sequences) [13], slozˇene´ transposony, Tn a Tn3 elementy.
Posledn´ı dva se rˇad´ı mezi ty slozˇiteˇjˇs´ı a obsahuj´ı nav´ıc geny, ktere´ ko´duj´ı produkty
funkcˇneˇ nesouvisej´ıc´ı s procesem transposice. DNA TE jsou rozsˇ´ıˇrene´ i mezi eukary-
otami, mezi ktery´mi jsou TE rozdeˇleny do dvou podtrˇ´ıd. Prvn´ı podtrˇ´ıda obsahuje hlavneˇ
transposony s obra´ceny´mi koncovy´mi repeticemi (TIR, z angl. Terminal Inverted Re-
peat) a mezi nejzna´meˇjˇs´ı prˇ´ıpady patrˇ´ı Ac/Dc elementy u kukurˇice, P elementy u oc-
tomilky a evolucˇneˇ stary´ Mariner element. Druha´ podtrˇ´ıda zahrnuje dva rˇa´dy Helitron
a Maverick.
Retrotransposony s LTR nacha´z´ıme zejme´na u rostlin. Mezi neˇ patrˇ´ı rodiny Gypsy
a Copia (take´ oznacˇovane´ jako Ty1 a Ty3). Nejv´ıce se vyskytuj´ı u obilnin. Nejzna´meˇjˇs´ı
prˇ´ıpad maxima´ln´ıho pomnozˇen´ı LTR TE je u kukurˇice, kde tvorˇ´ı prˇiblizˇneˇ 80% genomu.
LTR TE jsou velmi podobne´ retrovir˚um. Oba obsahuj´ı geny gag a pol ko´duj´ıc´ı strukturn´ı
a enzymaticky´ apara´t potrˇebny´ k jejich transposici. Na rozd´ıl od retrovir˚u jim vsˇak
chyb´ı gen env (z angl. envelope, oba´lka), ktery´ ko´duje jednu ze slozˇek virove´ kapsuly
umozˇnˇuj´ıc´ı retrovir˚um opustit bunˇku. Z tohoto d˚uvodu je pravdeˇpodobne´, zˇe se LTR
retrotransposony vyvynuly z endogenn´ıch retrovir˚u, nebo se naopak endogenn´ı retroviry
vyvinuly z transposon˚u [14]. Transposony bez LTR byly nalezeny ve velke´m mnozˇstv´ı
u vsˇech eukaryot. Do te´to skupiny prˇedevsˇ´ım patrˇ´ı LINE a SINE elementy, ktere´ jsou
vy´znamneˇ zastoupeny u savc˚u a v´ıce jsou popsa´ny v kapitole 2.3.
Autonomn´ımi se oznacˇuj´ı ty elementy, ktere´ jsou schopny samostatne´ transposice.
Obvykle si samy ko´duj´ı enzymaticky´ apara´t nezbytny´ k transposici. Neautonomn´ı ele-
menty jsou za´visle´ na pomoci okoln´ıch autonomn´ıch element˚u.
2.2 Mechanismy sˇ´ıˇren´ı TE
Transposony si osvojily rozlicˇne´ strategie svoj´ı transposice, specificka´ mı´sta integrace
a modely prova´zej´ıc´ı jejich aktivitu. Sta´le v´ıce d˚ukaz˚u naznacˇuje, zˇe u savc˚u docha´z´ı
k transposici hlavneˇ beˇhem rane´ho vy´voje, nebo prˇ´ımo v za´rodecˇny´ch bunˇka´ch. Tento
model aktivace jim zarucˇ´ı prˇenos i do dalˇs´ıch generac´ı. K transposici docha´z´ı ale i
v somaticky´ch bunˇka´ch, jak dokazuj´ı studie z oblasti neurogeneze a neˇktery´ch forem
rakoviny.
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Obra´zek 1: Typy mobiln´ıch geneticky´ch element˚u rozdeˇlene´ podle jejich struktury.
GAG-protein virove´ cˇa´stice, POL-polyprotein (resverzn´ı transkripta´zu a restrikcˇn´ı en-
donuklea´zu), ENV-obal virove´ cˇa´stice, TPase-transpoza´za, RPA-replikacˇn´ı protein A,
HEL-helika´za. Prˇevzato z [17].
U veˇtsˇiny transposonovy´ch inzerc´ı mu˚zˇeme pozorovat zdvojen´ı c´ılove´ho mı´sta, neboli
TSD (z angl. Target Site Duplication), ktera´ je vy´sledkem sˇteˇpeny´ch lepivy´ch konc˚u
hostitelske´ DNA. Transposony I a II trˇ´ıdy obsahuj´ı prˇilehle´ prˇ´ıme´ repetice (angl. flanking
direct repeat), ktere´ nejsou soucˇa´st´ı transposonu ale prˇi jeho vystrˇizˇen´ı z˚usta´vaj´ı na
p˚uvodn´ım mı´steˇ jako stopy a umozˇnˇuj´ı zpeˇtnou identifikaci tohoto mı´sta v genomu.
Byly evidova´ny prˇ´ıpady, kdy tyto repetice take´ mohou ovlivnˇovat expresi genu, v n´ızˇ
byly zanecha´ny.
2.2.1 DNA transposony
Protozˇe se DNA transposony pohybuj´ı prostrˇednictv´ım mechanizmu vyjmi a vlozˇ, pocˇet
jejich kopi´ı z˚usta´va´ v genomu konstantn´ı. Mnoho DNA transposon˚u jsou na obou okra-
j´ıch lemova´ny koncovy´mi obra´ceny´mi repeticemi TIR (z angl. Terminal Inverted Re-
peat) o de´lce cca 9 azˇ 40 bp, ktere´ jsou vy´znamne´ pro jejich transposici, jak bude
vysveˇtleno da´le. DNA transposony ko´duj´ı enzym transpoza´zu, ktera´ je kl´ıcˇova´ pro jejich
transposici. Transpoza´za rozezna´va´ TIR repetice na ktere´ se nava´zˇe, rozsˇteˇp´ı hostitel-
skou DNA a integruje transposon na c´ılove´ mı´sto. V pr˚ubeˇhu transposice mohou k sobeˇ
TIR konce ligovat a t´ım stabilizovat celou strukturu transposon + transpoza´za. Inzerce
DNA transposonu ma´ za TSD prˇiblizˇneˇ 4 - 8 bp dlouhou.
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Obra´zek 2: Transposice a zˇivotn´ı cyklus DNA transposonu. Prˇevzato z [17].
2.2.2 LTR retrotransposony
Tento typ retrotransposon˚u je charakteristicky´ t´ım, zˇe prˇi prˇemı´steˇn´ı zachova´va´ na mı´steˇ
svoji p˚uvodn´ı kopii (mechanismus zkop´ıruj a vlozˇ). Docha´z´ı tedy k jejich replikaci a d´ıky
tomu mohou genom zahltit velky´m pocˇtem svy´ch kopi´ı. Kromeˇ LTR konc˚u, ktere´ z obou
stran lemuj´ı retrotransposon, obsahuj´ı LTR TE geny GAG a POL, cozˇ jsou strukturn´ı
a enzymaticke´ proteiny nezbytne´ k jejich mobilizaci. GAG ko´duje protein virove´ cˇa´stice
a POL (polyprotein) ko´duje protea´zu, reverzn´ı transkripta´zu, integra´zu a RNa´zu H.
Transposice probeˇhne tak, zˇe se RNA polymera´za II nava´zˇe na promotor umı´steˇny´
na 5’ konci LTR a vytvorˇ´ı mRNA prˇepis transposonu. Na´sledneˇ se z proteinu GAG
vytvorˇ´ı VLP cˇa´stice (z angl. Virus Like Particle), ktera´ obsahuje vytvorˇenou mRNA,
reverzn´ı transkripta´zu a integra´zu. Reverzn´ı transkripc´ı se mRNA prˇep´ıˇse do cDNA a
tu pote´ integra´za vlozˇ´ı do na nove´ mı´sto v hostitelske´m genomu.
Obra´zek 3: Transposice a zˇivotn´ı cyklus LTR transposonu. Prˇevzato z [17].
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2.2.3 Non-LTR transposony
Non-LTR elementy obsahuj´ı na sve´m 5’ konci promotor, na´sledovany´ dveˇma cˇtec´ımi
ra´mci (ORF1 a ORF2) a polyadenylacˇn´ım signa´lem na 3’ konci. Jejich prˇemı´steˇn´ı se
deˇje na za´kladeˇ mechanismu TPRT (z angl. Target Site Primed Reverse Transcrip-
tion). Nejprve je transposon prˇepsa´n polymera´zou II do mRNA, tak jak tomu bylo u
LTR transposon˚u. Pote´ endonuklea´za vytvorˇ´ı na jednom rˇeteˇzci hostitelske´ DNA za´rˇez,
uvolnˇuj´ıc´ı 3’OH konec, ktery´ je vyuzˇit jako pocˇa´tek pro reverzn´ı transkripci. Mnohe´ non-
LTR transposony jsou na 5’ konci posˇkozeny z d˚uvodu prˇedcˇasne´ho ukoncˇen´ı reverzn´ı
transkripce, ktera´ nen´ı tak efektivn´ı jako transkripce doprˇedna´. Vytva´rˇej´ı se tak veˇtsˇi-
nou pouze zkra´cene´ nefunkcˇn´ı kopie, lemovane´ 7-20 bp dlouhy´mi TSD.
Obra´zek 4: Transposice a zˇivotn´ı cyklus non-LTR transposonu. Prˇevzato z [17].
2.2.4 Helitrony
Helitrony jsou 5-15 kbp dlouhe´ transposony, ktere´ se replikuj´ı mechanismem ota´cˇive´
kruzˇnice (angl. Rolling Circle), podobneˇ jako plazmidy. Spolecˇny´mi vlastnostmi he-
litron˚u jsou integrace do mı´st bohaty´ch na AT. Take´ postra´daj´ı zdvojen´ı c´ılove´ho mı´sta
(TSD) a na rozd´ıl od DNA transposon˚u neobsahuj´ı obra´cene´ koncove´ repetice. Na 5’
konci obsahuj´ı TCT nukleotidy a 3’ konec CTAG, ktery´m prˇedcha´z´ı 18-25 bp dlouha´
palindromicka´ sekvence, schopna´ vytva´rˇet vla´senkovou strukturu. Helitrony se cˇasto
nacha´zej´ı v bl´ızkosti gen˚u.
Molekuly transpoza´zy vytvorˇ´ı jednorˇeteˇzcove´ za´rˇezy na DNA molekule donorove´ i
c´ılove´ na jejich 5’ konci. Replikace helitronu zacˇ´ına´ na p˚uvodn´ı donorove´ molekule od
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jej´ıho volne´ho 3’ konce. Pokud je spra´vneˇ rozezna´na koncova´ palidnromicka´ sekvence
na 3’ konci, dojde k odsˇteˇpen´ı druhe´ho konce helitronu po sekvenci CTRR. Helitron je
pote´ prˇemı´steˇn na c´ılovou molekulu kde vytvorˇ´ı heteroduplex. Neˇkdy take´ docha´z´ı ke
sˇpatne´mu rozezna´n´ı 3’ konce a cˇa´st sekvence donorove´ molekuly mu˚zˇe by´t prˇenesena
spolu s Helitronem [15].
2.3 TE v lidske´m genomu
Transposony tvorˇ´ı prˇiblizˇneˇ 45% lidske´ho genomu [3]. Neˇktere´ soucˇasne´ odhady jsou
vsˇak jesˇteˇ odva´zˇneˇjˇs´ı. Podle nich je v´ıce jak 2/3 nasˇeho genomu vy´sledkem neda´vne´ i
evolucˇneˇ vzda´lene´ aktivity transposon˚u [24]. Obsahuje za´stupce obou trˇ´ıd DNA trans-
poson˚u i retroelement˚u, acˇkoli d´ıky vy´razne´ akumulaci mutac´ı je veˇtsˇina inaktivn´ı a
jedna´ se o geneticke´ fos´ılie. Elementy, ktere´ v lidske´m genomu prˇevazˇuj´ı a za´rovenˇ jsou
sta´le aktivn´ı, jsou retrotransposony (non-LTR), prˇemist’uj´ıc´ı se mechanismem TPRT.
Hlavn´ımi za´stupci non-LTR element˚u jsou LINE elementy L1, L2 a L3 tvorˇ´ıc´ı 20%
genomu (500,000 kopi´ı), da´le SINE elementy prˇedstavuj´ıc´ı 13% genomu (Alu 10%,
1,000,000 kopi´ı) a SVA elementy, ktere´ v lidske´m genomu vytvorˇily prˇiblizˇneˇ 3,000
kopi´ı [4].
Lidsky´ genom obsahuje trˇi hlavn´ı SINE rodiny, a to Alu, MIR a MIR3. SVA ele-
menty byly poprve´ zmı´neˇny byly roku 1994 a vzhledem jejich fylogeneticke´ distribuci
se odhaduje, zˇe jsou relativneˇ evolucˇneˇ mlade´ v porovna´n´ı s L1 nebo Alu. Skla´daj´ı se
z SINE-R elementu, VNTR sekce (z angl. Variable Number Tandem Repeats) a Alu
komponenty. LTR elementy v lidske´m genomu uzˇ tak husteˇ zastoupeny nejsou. Tvorˇ´ı
8% genomu a jejich nejzna´meˇjˇs´ımi za´stupci jsou lidske´ endogenn´ı retroviry HERV (z
angl. Human Endogenous RetroViruses), mezi ktere´ patrˇi HERV-I, HERV-K a HERV-L.
Acˇkoli je v lidske´m genomu v´ıce nezˇ 400,000 sekvenc´ı odvozeny´ch z element˚u podob-
ny´ch retrovir˚um, veˇtsˇina je neschopna´ transposice. DNA transposony jsou zastoupeny
pouze 3% a vsˇechny jsou povazˇova´ny za inaktivn´ı. Hlavn´ımi za´stupci DNA transposon˚u
jsou transposony z nad-rodin TC-1/mariner, hAT, a PiggyBac.
Odhady naznacˇuj´ı, zˇe k nove´ retrotransposici Alu elementu dojde kazˇde´ 20-te´ narozen´ı,
u L1 kazˇde´ 100-te´ a SVA kazˇde´ 900-ste´ narozen´ı [4]. Elementy SINE a SVA neko´duj´ı en-
zymaticky´ apara´t nutny´ k jejich transposici a jsou tedy neautonomn´ı. LINE elementy,
jako jedin´ı za´stupci autonomn´ıch element˚u v lidske´m genomu, jsou hlavn´ım zdrojem
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Obra´zek 5: Slozˇky lidske´ho genomu, prˇevzato z [20].
reverzn´ı transkripta´zy i pro neautonomn´ı elementy a jejich aktivita tedy rˇ´ıd´ı rozsa´hle´
zmeˇny v architekturˇe cele´ho genomu. Je tedy zrˇejme´, zˇe elementy SINE a SVA funguj´ı
jako paraziti parazit˚u.
2.3.1 LINE elementy
V lidske´m genomu jsou z LINE element˚u (z angl. Long Interspersed Nuclear Elements)
aktivn´ı pouze trˇi rodiny, a to L1 prˇedstavuj´ıc´ı 17% genomu, L2 a L3. FL (z angl. Full
Length) L1 elementy jsou dlouhe´ prˇiblizˇneˇ 6-7.5 kb a obsahuj´ı dva cˇtec´ı ra´mce ORF1
a ORF2, schopne´ produkovat funkcˇn´ı proteiny nezbytne´ pro jejich transposici, i pro
transposici na nich za´visly´ch SINE a Alu element˚u. Na obou konc´ıch LINE element˚u
se nacha´zej´ı netranslatovane´ oblasti UTR (z angl. Untranslated Region). V nich se na
5’ konci kromeˇ regulacˇn´ı sekvence mu˚zˇe nacha´zet metylguanosinova´ cˇepicˇka, ktera´ je
chra´n´ı prˇed rozkladem buneˇcˇny´mi enzymy a usnadnˇuje iniciaci translace. Na 3’ konci
obsahuj´ı polyadeninovy´ u´sek, ktery´ je co do de´lky velmi variabiln´ı. LINE elementy
jsou transkribova´ny RNA polymera´zou II. Lidske´ L1 elementy mohou by´t rozdeˇleny
do neˇkolika podrodin na za´kladeˇ obsahu specificky´ch diagnosticky´ch sekvenc´ı mezi 5’
a 3’ UTR. Kazˇda´ z L1 podrodin se v pr˚ubeˇhu evoluce prima´t˚u amplifikovala v jinou
dobu. Naprˇ´ıklad podrodina Ta byla aktivn´ı docela neda´vno. L1 elementy prˇisp´ıvaj´ı ke
geneticke´ variabiliteˇ mezi jednotlivci. L1 inzercˇn´ı polymorfismus take´ je uzˇitecˇny´ zdroj
pro sledova´n´ı populacˇn´ı historie [23].
LINE elementy se v lidske´m genomu nacha´z´ı veˇtsˇinou jen jako nefunkcˇn´ı, na 5’ konci
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zkra´cene´ kopie, neschopne´ dalˇs´ı retrotransposice. Zkra´cene´ kopie vsˇak mohou obsahovat
regulacˇn´ı sekvence, ktere´ ovlivnˇuj´ı genovou expresi v prˇilehly´ch oblastech. Z 500,000 L1
kopi´ı, ktere´ se nashroma´zˇdily v lidske´m genomu jich je prˇiblizˇneˇ jen 3,000 plne´ de´lky
[8]. Z nich pouze cca 80-100 obsahuje oba neporusˇene´ ORF a jsou schopne´ transposice
[7].
ORF1 ko´duje protein, ktery´ se in vitro va´zˇe k L1 mRNA a vytva´rˇ´ı ribonukleo-
proteinovy´ komplex RNP. Ten je povazˇova´n za meziprodukt retrotransposice, ktery´ je
patrneˇ generova´n na polyribosomu. Pro retrotransposici je nutny´, ale sa´m o sobeˇ ne-
dostatecˇny´ a zat´ım nev´ıme prˇesneˇ jaka´ je jeho u´loha. ORF2 ko´duje protein s aktivitou
endonuklea´zy a reverzn´ı transkripta´zy. Lidsky´ L1 ORF2 mu˚zˇe by´t vytvorˇen take´ alter-
nativn´ım splicingem z ORF1. Acˇkoli takto vytvorˇeny´ protein nemu˚zˇe prˇisp´ıvat k L1
retrotransposici, mu˚zˇe prˇisp´ıvat k mobilizaci neautonomn´ıch Alu element˚u [5].
Drˇ´ıve se prˇedpokla´dalo, zˇe k L1 aktivaci docha´z´ı pouze v za´rodecˇny´ch bunˇka´ch.
Tento prˇedpoklad staveˇl na modelu Mus musculus, ktery´ vykazoval zvy´sˇenou expresi
L1 ORF1 v mysˇ´ıch za´rodecˇny´ch bunˇka´ch. Vysoke´ hladiny ORF1 vsˇak byly detekova´ny i
v lidsky´ch somaticky´ch bunˇka´ch. V neˇktery´ch tka´n´ıch byla mı´ra exprese FL L1 element˚u
na u´rovni, ktera´ byla detekovana´ u rakovinny´ch buneˇk. Tyto rozlicˇne´ hodnoty exprese
L1 v lidsky´ch tka´n´ıch mohou by´t vysveˇtleny r˚uznou u´rovn´ı metylace promotoru [4].
2.3.2 SINE elementy
SINE elementy (z angl. Short Interspersed Nuclear Elements) jsou oproti L1 element˚um
velmi kra´tke´. De´lka jejich hlavn´ıho za´stupce v lidske´m genomu Alu elementu neprˇekrocˇ´ı
400 bp (konsenzus cca 280 bp [9]). Protozˇe neobsahuj´ı ani gen pro reverzn´ı transkrip-
ta´zu, jsou zcela za´visle´ na enzymaticke´ aktiviteˇ L1 ORF2. Lidsky´ genom obsahuje trˇi
hlavn´ı rodiny SINE element˚u, a to Alu, MIR a MIR3. Alu elementy jsou nejcˇasteˇji se
objevuj´ıc´ı sekvenc´ı v lidske´m genomu (v´ıce jak 1,000,000 kopi´ı tvorˇ´ıc´ı 13% genomu).
Jsou slozˇeny ze dvou podobny´ch podjednotek navza´jem oddeˇleny´ch regionem bohaty´m
na adenin. Na jejich 3’ konci je veˇtsˇinou umı´steˇna polyadeninova´ sekvence a 5’ konec
obsahuje promotor pro RNA polymera´zu III. Alu jsou svoj´ı de´lkou dosti heterogenn´ı,
protozˇe RNA polymera´za III nerozezna´va´ terminacˇn´ı sekvenci, a mı´sto n´ı rozezna´va´
cˇtyrˇi nebo v´ıce thymin˚u. Efektivita Alu transposice je take´ ovlivneˇna de´lkou polyadeni-
nove´ sekvence.
Alu elementy jsou pravdeˇpodobneˇ odvozeny z 7SL RNA a podobneˇ jako geny pro
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Obra´zek 6: Aktivn´ı mobiln´ı elementy v lidske´m genomu. TSD-target site duplication,
UTR-untranslated region, EN-endonuklea´zova´ dome´na, RT-dome´na reverzn´ı transkrip-
ta´zy, VNTR- variable number tandem repeats, prˇevzato z [22].
tRNA jsou transkribova´ny RNA polymera´zou III. To je odliˇsuje od jiny´ch kra´tky´ch
rozpty´leny´ch repetic naprˇ´ıklad mikrosatelit˚u, nebo MITE element˚u. Zaj´ımave´ je, zˇe
expanze Alu element˚u se shoduje s oddeˇlen´ım linie prima´t˚u zhruba prˇed 6 miliony let
[21]. Jen zlomek Alu element˚u je retrotransposicˇneˇ aktivn´ı. Acˇkoli je charakteristika
funkcˇn´ıch Alu nejasna´, prˇedpokla´da´ se zˇe hraje roli sta´rˇ´ı Alu element˚u, integrita pro-
motoru RNA polymera´zy III a de´lka spolu s homogenitou poly(A) sekvence. Jako trans-
posicˇneˇ nejaktivneˇjˇs´ı skupina maj´ı Alu hlavn´ı vliv na lidsky´ organismus a jeho nemoci.
Alu sekvence jsou take´ hlavn´ı prˇedlohou pro ektopickou rekombinaci (viz da´le).
2.4 Distribuce TE v lidske´m genomu
Retroelementy jsou v lidske´m genomu prˇ´ıtomny na vsˇech chromozomech. V neˇktery´ch
mı´stech je jejich koncentrace zvy´sˇena´ a neˇkde naopak sn´ızˇena´. Distribuce retroelement˚u
je vy´sledkem post-integracˇn´ıch selekcˇn´ıch proces˚u, ktere´ utva´rˇely podobu genomu po
miliony let. Prˇ´ırodn´ı vy´beˇr fixoval ty inzerce, ktere´ poskytovaly sve´mu hostiteli urcˇitou
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vy´hodu a eliminoval inzerce, ktere´ se uka´zaly jako sˇkodlive´. Bylo zjiˇsteˇno, zˇe neˇktere´
transposony pouzˇ´ıvaj´ı elegantn´ı mechanismy pro c´ılenou integraci do specificky´ch ge-
nomicky´ch lokus˚u (ang. gene targetting), zat´ımco jine´ transposony tuto specificitu zrˇe-
jmeˇ postra´daj´ı [17]. Pokud se zameˇrˇ´ıme na lidsky´ genom, Alu elementy jsou zastoupeny
zejme´na v intronech. Oproti tomu L1 jsou v´ıce rozpty´leny, jejich kopie jsou od sebe
cˇasto v´ıce vzda´lene´ a jsou vy´razneˇ me´neˇ zastoupeny v ko´duj´ıc´ıch oblastech [6]. I prˇes
rozpty´leny´ charakter distribuce L1 element˚u, mnozˇstv´ı d˚ukaz˚u naznacˇuje existenci jejich
c´ılene´ integrace. Rozdeˇlen´ı mu˚zˇe take´ odra´zˇet c´ılenou specificitu endonuklea´zy L1 ele-
ment˚u, ktera´ sˇteˇp´ı sekvenci 5’-TTTT/A-3’ a zahajuje TPRT transposici stejneˇ jako Alu
preferenci inzerc´ı do 5’-TTAAAA motiv˚u [18]. Prˇesny´ mechanismus tohoto asymetrick-
e´ho rozdeˇlen´ı nen´ı zna´m. Asymetricke´ rozdeˇlen´ı Alu a L1 element˚u vsˇak pravdeˇpodobneˇ
vzniklo na´sledkem soucˇasne´ho p˚usoben´ı v´ıce faktor˚u.
Byl proka´za´n zvy´sˇeny´ pocˇet transposon˚u v heterochromatinovy´ch oblastech, ze-
jme´na v subtelomericky´ch a pericentromericky´ch. Prˇi integraci do heterochromatinu je
mensˇ´ı sˇance, zˇe dojde k posˇkozen´ı ko´duj´ıc´ı cˇa´sti DNA a tak je sn´ızˇena pravdeˇpodobnost
eliminace element˚u. Veˇtsˇina TE v heterochromatinovy´ch oblastech je veˇtsˇinou neaktivn´ı
a tyto oblasti prˇedstavuj´ı sp´ıˇse “hrˇbitovy” retroelement˚u. Vcˇlenˇova´n´ı do heterochromat-
inu je pravdeˇpodobneˇ na´sledkem c´ılene´ integrace TE.
Transposony jsou nejv´ıce pomnozˇeny na pohlavn´ım chromozomu Y, u ktere´ho je
potlacˇena, nebo sn´ızˇena meioticka´ rekombinace. Nav´ıc na neˇm nedocha´z´ı k selekci proti
inzercˇn´ım mutac´ım. Na chromozomu X jsou dokonce L1 elementy zastoupeny dvakra´t
v´ıce, nezˇ na ostatn´ıch autosomech. Tyto elementy zde take´ pravdeˇpodobneˇ hraj´ı roli jako
podpora procesu, ktery´ se nazy´va´ inaktivace X chromosomu [12]. Jeden z X chromozomu˚
v 46-XX je genomu umlcˇen inaktivac´ı, z d˚uvodu kompenzace de´lky gen˚u na chromozomu
X u muzˇ˚u a u zˇen.
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Obra´zek 7: a) Zastoupen´ı r˚uzny´ch typ˚u repetic v lidske´m genomu. Barvy v obra´zku
a) koresponduj´ı s barvami v obra´zku b), popisuj´ıc´ım jejich procentua´ln´ı rozdeˇlen´ı na
jednotlivy´ch chromozomech. Prˇevzato z [31].
2.5 Aktivace TE
Aktivace TE se mu˚zˇe objevit jako na´sledek fungova´n´ı rozlicˇny´ch mechanismu˚. Naprˇ´ık-
lad demetylace a epigeneticke´ prˇeprogramova´n´ı aktivuje L1 elementy a docha´z´ı k n´ı
beˇhem brzke´ embryogeneze. Experimenty popisuj´ı take´ transposici vyvolanou mnoha
fyzika´ln´ımi faktory. Transposice mu˚zˇe by´t navozena UV cˇi gamma za´rˇen´ım, teplotn´ım
sˇokem, virovou infekc´ı, nebo vlivem p˚usoben´ı mutagenn´ıho faktoru cˇi prˇ´ımo v rakovin-
ny´ch bunˇka´ch. U neˇktery´ch chemika´li´ı byla proka´za´na azˇ 3x veˇtsˇ´ı aktivita v lidsky´ch
buneˇcˇny´ch kultura´ch, a to u rtut’i, kadmia a niklu. U rostlin byla aktivace transposon˚u
prokazatelneˇ zaprˇ´ıcˇineˇna r˚uzny´mi formami stresu. Zvy´sˇeny´ pocˇet pocˇtu transposon˚u byl
pozorova´n naprˇ´ıklad u rostliny Hordeum spontaneum na svaz´ıch v Izraeli. Na susˇsˇ´ım
svahu, kde byla rostlina vystavena vysˇsˇ´ım stresovy´m podmı´nka´m bylo detekova´no v´ıce
BARE-1 element˚u, nezˇ na proteˇjˇs´ım svahu s prˇ´ızniveˇjˇs´ımi podmı´nkami. Da´le byl veˇtsˇ´ı
pocˇet transposon˚u detekova´n u hybrid˚u, vznikly´mi krˇ´ızˇen´ım. Prˇ´ıklad k tomuto tvrzen´ı
najdeme opeˇt mezi rostlinami, kdy cˇasteˇji krˇ´ızˇena´ Arabidopsis lyrata vykazuje zvy´sˇenou
transposicˇn´ı frekvenci a vy´razneˇjˇs´ı selekci proti novy´m TE inzerc´ım, stejneˇ jako rychlejˇs´ı
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mechanismus jejich odstraneˇn´ı ektopickou rekombinac´ı, nezˇ nekrˇ´ızˇena´ A.thaliana.
2.6 Umlcˇova´n´ı TE
Umlcˇova´n´ı transposon˚u je zp˚usob, jaky´m se hostuj´ıc´ı organismus bra´n´ı proti jejich
sˇ´ıˇren´ı. Svoj´ı aktivitou transposony mohou generovat mnozˇstv´ı mutac´ı, jako inzerce,
delece, duplikace, inverze, translokace, posuny cˇtec´ıho ra´mce i veˇtsˇ´ı genomove´ prˇes-
tavby. Mezi strategie pouzˇ´ıvane´ k omezen´ı aktivity TE patrˇ´ı ektopicka´ rekombinace,
RNA interference a metylace cytosin˚u nacha´zej´ıc´ıch se v promotorech transposon˚u.
DNA metylace patrˇ´ı mezi epigeneticke´ modifikace DNA, cozˇ je mechanismus, jaky´m
vneˇjˇs´ı prostrˇed´ı ovlivnˇuje genom. Epigeneticke´ modifikace vysveˇtluj´ı naprˇ´ıklad rozd´ıly
mezi jednovajecˇny´mi dvojcˇaty. Takove´ modifikace nemeˇn´ı ko´duj´ıc´ı posloupnost ba´z´ı, ale
upravuj´ı promotorove´ cˇa´sti genomove´ DNA reguluj´ıc´ı genovou expresi. Mezi epigenet-
icke´ modifikace kromeˇ DNA metylace patrˇ´ı i modifikace histon˚u (methylace a acetylace).
Tyto epigeneticke´ znacˇky maj´ı prˇ´ımy´ efekt na expresi prˇilehly´ch gen˚u a transposon˚u
nevyj´ımaje. Jsou povazˇova´ny za urcˇity´ sekunda´rn´ı ko´d, ktery´ doplnˇuje DNA sekvenci
nukleotid˚u [11]. Vzor pro DNA methylaci je vytvorˇen uzˇ beˇhem gametogeneze, ale
mu˚zˇe se beˇhem zˇivota meˇnit naprˇ. pod vlivem stresu. Nevysveˇtlenou ota´zkou z˚usta´va´,
jak hostuj´ıc´ı organismus rozezna´ transposony jako substra´t pro methylaci.
Dalˇs´ı mozˇnost´ı umlcˇuj´ıc´ı aktivitu transposon˚u je postranskripcˇn´ı degradace mRNA
transposon˚u RNA interferenc´ı (RNAi). RNA interference mu˚zˇe prob´ıhat dveˇma cestami,
siRNAs (z angl. Small interfering RNA) a nebo piRNA (z angl. PIWI-interacting RNA)
[2]. Pro degradaci mRNA TE cestou siRNA je nejdrˇ´ıve potrˇeba dsRNA ’spousˇteˇcˇe’,
ktery´ je odvozeny´ z DNA transposonu s obra´cenou koncovou repetic´ı (ve formeˇ vla´senky,
kdy se konce spoj´ı). Takovy´to ’spousˇteˇcˇ’ je pote´ rozsˇteˇpen proteinem z rodiny Dicer na
21-24 nt dlouhe´ siRNA. Jednovla´knovy´ u´sek siRNA, ktery´ je komplementa´rn´ı k mRNA
TE, je zacˇleneˇn do RISC komplexu (z angl. RNA-induced silencing complex), ktery´ se
va´zˇe k TE mRNA a sˇteˇp´ı ji na male´ kousky, ktere´ jsou pote´ degradova´ny buneˇcˇny´mi
enzymy.
Pro degradaci transposonove´ mRNA cestou piRNA je nejdrˇ´ıve vytvorˇen prima´rn´ı
piRNA transkript, vygenerovany´ z piRNA clusteru (piRNA cluster je DNA lokus, ktery´
obsahuje sense i antisense sekvence, ktere´ jsou odvozeny z mobiln´ıch geneticky´ch ele-
ment˚u). Na tento prima´rn´ı piRNA transkript o de´lce 24-35 nt se nava´zˇe PIWI, nebo
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Obra´zek 8: Umlcˇova´n´ı transposon˚u RNA interferenc´ı. (a) siRNA cesta, (b) piRNA cesta,
prˇevzato z [2].
Aubergine (AUB) protein, ktery´ umozˇn´ı jeho nasmeˇrova´n´ı ke komplementa´rn´ı mRNA
TE sekvenci. Po nava´za´n´ı, je komplementa´rn´ı mRNA TE sekvence prˇestrˇizˇena a uvol-
neˇna, cˇ´ımzˇ z n´ı vznika´ sekunda´rn´ı (angl. sense) piRNA, ktera´ se va´zˇe k Argonatue
3 (AGO3) proteinem. Takto vznikly´ novy´ komplex se va´zˇe k p˚uvodn´ımu prˇedch˚udci
piRNA a je opeˇt na´sledova´no sˇteˇpen´ım endonuklea´zou, cozˇ regeneruje (angl. anti-
sense) piRNA, ktera´ je nasmeˇrova´na k mRNA TE. Kv˚uli iterativn´ımu charakteru se
tento mechanismus nazy´va´ ’ping-pong’ cyklus a cˇasto slouzˇ´ı k destrukci transposo-
move´ mRNA v za´rodecˇny´ch bunˇka´ch. Transposony vedou ke vzniku mnozˇstv´ı siRNA
ve veˇtsˇineˇ organismu˚ a urovneˇ siRNA jsou korelova´ny s aktivitou transposon˚u.
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2.7 Posˇkozen´ı DNA zp˚usobene´ TE
2.7.1 Inzercˇn´ı mutageneze
Inzercˇn´ı mutageneze vznika´ inzerc´ı transposonu do oblasti v genomu s vy´znamnou bi-
ologickou funkc´ı. Pokud dojde k inzerci TE do ko´duj´ıc´ı oblasti, mu˚zˇe doj´ıt k narusˇen´ı
funkce prˇ´ıslusˇne´ho genu, nebo ke zmeˇneˇ v jeho expresi. Kv˚uli usnadneˇn´ı svoj´ı tran-
skripce obsahuj´ı transposony vlastn´ı promotory a regulacˇn´ı sekvence. Pokud dojde k
inzerci transposonu do oblasti bl´ızke´ genu, vyvsta´va´ mozˇny´ potencia´l, zˇe promotory a
regulacˇn´ı sekvence ovlivn´ı expresi tohoto genu. K inzercˇn´ı mutagenezi mu˚zˇe docha´zet
jak v za´rodecˇny´ch, tak v somaticky´ch bunˇka´ch a mutace jimi zp˚usobene´ mohou ve´st
prˇ´ımo ke vzniku nemoc´ı a malign´ı transformace, nebo k n´ı bunˇky ucˇin´ı na´chylneˇjˇs´ımi.
Bylo zjiˇsteˇno, zˇe v tumorech docha´z´ı k v´ıce TE inzerc´ım, nezˇ v jim typoveˇ odpov´ıda-
j´ıc´ıch norma´ln´ıch bunˇka´ch. Prˇi L1 integraci cˇasto docha´z´ı k deleci genomicke´ sekvence,
ktere´ mohou by´t teˇzˇko detekova´ny jako zp˚usobene´ L1 aktivitou. Proto je slozˇite´ urcˇit
hranice inzercˇn´ı mutageneze, za kterou nesou zodpoveˇdnost L1 transposony. Acˇkoli by
se mohlo ocˇeka´vat, zˇe inzercˇn´ı mutageneze je hlavn´ı mutagenn´ı faktor spojeny´ s TE
aktivitou, ektopicka´ rekombinace zp˚usobuje jesˇteˇ vysˇsˇ´ı genomovou nestabilitu.
2.7.2 Ektopicka´ rekombinace
Dokonce i pokud dojde k inzerci transposonu do zda´nliveˇ nesˇkodne´ho mı´sta, mohou
jejich nove´ kopie prˇispeˇt k narusˇen´ı geneticke´ stability post-inzercˇneˇ, protozˇe TE cˇasto
p˚usob´ı v genomu jako zdroj pro ektopickou rekombinaci NAHR (z angl. Non Allelic
Homologous Recombination), tedy rekombinaci mezi sekvencemi ktere´ jsou silneˇ ho-
mologn´ı, ale nejsou alelami. Prˇi ektopicke´ rekombinaci docha´z´ı k delec´ım, nebo dup-
likac´ım sekvence, nacha´zej´ıc´ı se mezi zdrojovy´mi TE sekvencemi. Mu˚zˇe tak docha´zet i
k veˇtsˇ´ım prˇestavba´m genomu, protozˇe rekombinace ovlivnˇuje i lokusy TE nacha´zej´ıc´ı
se ve znacˇne´ vzda´lenosti.
Alu elementy obsahuj´ı urcˇite´ charakteristicke´ znaky, ktere´ je cˇin´ı na´chylneˇjˇs´ımi k
rekombinac´ım. Teˇmito znaky jsou relativn´ı bl´ızkost jednotlivy´ch Alu element˚u, ktere´
cˇin´ı Alu/Alu rekombinaci v´ıce snesitelnou, da´le jejich sekvencˇn´ı identita (v pr˚umeˇru
veˇtsˇ´ı jak 75 %), ktera´ zajist´ı efektivn´ı sekvencˇn´ı pa´rova´n´ı v pr˚ubeˇhu crossoveru, chi-
like motiv prˇ´ıtomny´ u Alu sekvenc´ı, ktery´ stimuluje rekombinaci, a take´ jejich vysoky´
pocˇet v genomu, ktery´ zvysˇuje rekombinacˇn´ı pravdeˇpodobnost. Acˇkoli jsou geny ob-
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Obra´zek 9: Ektopicka´ rekombinace, (a) vznikla´ rekombinac´ı mezi dveˇma TE, (b) mezi
LTR koncovy´mi sekvencemi jednoho TE. Prˇevzato z [17].
sahuj´ıc´ı veˇtsˇ´ı mnozˇstv´ı Alu na´chylneˇjˇs´ı k rekombinaci, neˇktere´ Alu elementy maj´ı veˇtsˇ´ı
sklon prˇisp´ıvat k rekombinaci, i kdyzˇ nejsou tak husteˇ zastoupeny. Pravdeˇpodobneˇ je
to zp˚usobene´ r˚uznou mı´rou homologie mezi Alu sekvencemi. Oproti tomu rekombinace
mezi vzda´leny´mi L1 sekvencemi by znamenala kritickou sˇkodu v genomu. Ektopicka´
rekombinace je neju´cˇinneˇjˇs´ım mechanismem reguluj´ıc´ım pocˇty TE.
Ektopicka´ rekombinace byla rozpozna´na jako hlavn´ı zdroj posˇkozen´ı DNA vedouc´ı
k duplikaci nebo deleci sekvence mezi dveˇma zu´cˇastneˇny´mi Alu. Alu elementy, ktere´
jsou bl´ızko sebe v obra´cene´ orientaci jsou nejv´ıce na´chylne´ k rekombinaci. Bylo take´
doka´za´no, zˇe Alu jsou 10,000 kra´t v´ıce nestabiln´ı prˇi absenci funkcˇn´ıho p53, cozˇ naz-
nacˇuje zˇe vy´znamneˇ prˇisp´ıvaj´ı ke geneticke´ nestabiliteˇ beˇhem tumorogeneze. Bylo pub-
likova´no mnoho konkre´tn´ıch Alu/Alu prˇ´ıpad˚u rekombinace prˇisp´ıvaj´ıc´ıch k na´dorovy´m
onemocneˇn´ım, jejichzˇ pocˇet dalece prˇesahuje pocˇet nemoc´ı zp˚usobeny´ch Alu inzercemi.
Z tohoto d˚uvodu maj´ı rekombinace zahrnuj´ıc´ı Alu elementy dalekosa´hlejˇs´ı efekt na
genomickou nestabilitu, nezˇ inzerce teˇchto element˚u. Ektopicka´ rekombinace mezi jed-
notlivy´mi elementy take´ patrˇ´ı mezi d˚ulezˇite´ regula´tory pocˇtu TE.
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2.7.3 Dvourˇeteˇzcove´ zlomy
Aktivita L1 element˚u prˇisp´ıva´ k nestabiliteˇ genomu nejen svy´mi inzercemi, ale take´
vede k dvourˇeteˇzcovy´m zlomu˚m DSB (z angl. Double Strand Breaks). Bylo doka´za´no,
zˇe posˇkozen´ı DNA DBS je zp˚usobeno endonuklea´zovou aktivitou, ktera´ je ko´dovana´ L1
ORF2. Nicme´neˇ sta´le nebylo doka´za´no, zda jsou tyto dvourˇeteˇzcove´ zlomy vy´sledkem
nezdarˇeny´ch L1 inzerc´ı, nebo jestli se endonuklea´za uvol´ı a zacˇne nerˇ´ızeneˇ napadat
genom. Jako obranu proti DBS si bunˇka vytvorˇila mechanismy jako NHEJ (angl. Non-
homologous end joining), nebo HDR (angl. Homology-driven repair pathways), ktere´
umozˇnˇuj´ı opravu posˇkozene´ dvousˇroubovice. Neopravene´ DBS DNA jsou vysoce toxicke´
a cˇasto maj´ı za na´sledek vznik mutac´ı. DBS vede ke gamma fosforylaci histonu 2AX,
ktere´ mohou by´t detekova´ny imunohistochemicky ve formeˇ gamma-H2AFX lozˇisek.
2.8 Domestikace TE
Pokud hostitelsky´ organismus prˇevezme transposony k vykona´va´n´ı funkce pro neˇj prospeˇsˇne´,
nazy´va´me to domestikac´ı transposon˚u. Protozˇe jsou transposony v genomu zastoupeny
v mnoha kopi´ıch, mohly v ra´mci evoluce slouzˇit jako idea´ln´ı stavebn´ı materia´l pro
tvorbu novy´ch nebo modifikovany´ch forem gen˚u. To v d˚usledku vede k diverzifikaci
novy´ch druh˚u. V prˇ´ırodeˇ najdeme mnoho prˇ´ıklad˚u kdy TE vykona´vaj´ı neˇjakou hostiteli
prospeˇsˇnou funkci. Ty zahrnuj´ı naprˇ´ıklad vliv transposon˚u na regulaci genove´ exprese,
na evoluci v sekvenc´ıch ko´duj´ıc´ıch proteiny, na genomovou plasticitu hostitele, speciaci,
a mnohe´ jine´. Souvislost transposon˚u a speciace naznacˇuje i studie, ktera´ zjistila zˇe
oddeˇlova´n´ı jednotlivy´ch veˇtv´ı savc˚u koreluje s periodicky´mi explozivn´ımi amplifikacemi
transposon˚u.
Naprˇ´ıklad 25% promotor˚u u cˇloveˇka obsahuj´ı sekvence, ktere´ byly p˚uvodneˇ odvozeny
z mobiln´ıch DNA element˚u [12, 10]. Jak jizˇ bylo zmı´neˇno vy´sˇe, TE se pod´ılej´ı na
inaktivaci chromozomu X. Take´ centromerove´ sekvence jsou cˇasto tvorˇeny r˚uzneˇ de-
generovany´mi transposony. Transposony se take´ pod´ılej´ı na reparaci dvourˇeteˇzcovy´ch
zlomu˚, ktere´ prˇedstavuj´ı idea´ln´ı c´ıl pro inzerci elementu. Prˇ´ıkladem, zˇe transposony
slouzˇ´ı jako geneticky´ materia´l pro formova´n´ı novy´ch gen˚u, je i vznik genu SETMAR,
ktery´ vznikl inzerc´ı transposonu typu Mariner (MAR) do bl´ızkosti genu SET ko´duj´ıc´ıho
histon metyltransfera´zu. Vznikl tak gen s funkcˇnost´ı histon methyltransfera´zy se schop-
nost´ı se soucˇasneˇ va´zat na c´ılove´ sekvence TIR Mariner transposon˚u. Jedinecˇny´ prˇ´ık-
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lad domestikace transposon˚u najdeme u D.melanogaster, kde LINE elementy nahrazuj´ı
funkci telomera´zy, ktera´ regeneruje konce chromosomu˚ zkracovane´ beˇhem DNA rep-
likace.
Pu˚sobive´ je take´ spojen´ı mezi transposony a V(D)J rekombinac´ı, ktera´ je za´kladem
pro imunitn´ı syste´m obratlovc˚u [16]. Imunoglobulinove´ receptory jsou syntetizova´ny a
vylucˇova´ny diferencovany´mi B-lymfocyty. Jsou ko´dova´ny lokusem V(D)J gen˚u, skla´-
daj´ıc´ı se ze se´rie diskre´tn´ıch ko´duj´ıc´ıch segment˚u (L-V, D, J a C). Beˇhem diferenciace
lymfocyt˚u docha´z´ı k V(D)J rekombinaci. Jedna´ se o proces vytva´rˇej´ıc´ı mnozˇstv´ı r˚uzny´ch
kombinac´ı gen˚u, jejichzˇ sˇiroky´ repertoa´r ma´ za na´sledek specifickou imunitn´ı odpoveˇd’
v podobeˇ rozlicˇny´ch typ˚u Ig. Tato specificita je rozhoduj´ıc´ı soucˇa´st´ı imunitn´ıho sys-
te´mu obratlovc˚u. Rekombinace V(D)J lokusu je katalyzova´na dveˇma enzymy RAG1
a RAG2, ktere´ spolecˇneˇ tvorˇ´ı enzym, u ktere´ho se zjistila prˇ´ıbuznost s transpoza´zou
(enzym umozˇnˇuj´ıc´ı transposici DNA transposon˚u) [10]. Tyto objevy naznacˇuj´ı, zˇe en-
zymaticka´ vy´bava transposon˚u sta´la za evoluc´ı V(D)J rekombinace.
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3 Nemoci zp˚usobene´ aktivitou TE
Mutace, vznikle´ aktivitou mobiln´ıch geneticky´ch element˚u v lidske´m organismu, mohou
prˇ´ımo zp˚usobit propuknut´ı r˚uzny´ch nemoc´ı, vcˇetneˇ teˇch na´dorovy´ch. Demonstrovat,
zˇe aktivita transposon˚u zp˚usobuje rakovinu je obt´ızˇne´, hlavneˇ kv˚uli problematicke´
sekvenaci repetitivn´ıch sekvenc´ı. Sta´le v´ıce studi´ı na zv´ıˇrec´ıch modelovy´ch organismech
ale nab´ız´ı argumenty podporuj´ıc´ı aktivn´ı roli TE na vzniku na´dorovy´ch onemocneˇn´ı.
Bylo zjiˇsteˇno, zˇe retrotransposice prob´ıha´ ve velmi vysoky´ch frekvenc´ıch v somatick-
y´ch bunˇka´ch, obzvla´sˇteˇ tedy v mozku. Hlavn´ım mutagenn´ım na´strojem TE jsou jejich
inzerce. Jako mutagenn´ı faktor ale p˚usob´ı i post-inzercˇneˇ, prostrˇednictv´ım ektopicke´
rekombinace.
L1 transposony zp˚usobuj´ı choroby prˇedevsˇ´ım prostrˇednictv´ım inzercˇn´ı mutageneze,
ktera´ je cˇasto doprova´zena´ 3’ transdukc´ı, tedy prˇenosem cˇa´sti DNA umı´steˇne´ za L1
elementem, jako vy´sledek slabe´ho transkripci ukoncˇuj´ıc´ıho poly(A) signa´lu. Alu ele-
menty sˇkod´ı prˇedevsˇ´ım t´ım, zˇe funguj´ı jako cˇasty´ zdroj pro ektopickou rekombinaci, ale
take´ zp˚usobuj´ı inzercˇn´ı mutagenezi a zmeˇny v sestrˇihu RNA molekul. SVA elementy
take´ maj´ı schopnost narusˇovat geny prostrˇednictv´ım inzercˇn´ı mutageneze a odliˇsne´ho
sestrˇihu RNA. Jelikozˇ DNA transposony jsou v lidske´m genomu neaktivn´ı, nejsou za-
znamena´ny zˇa´dne´ nemoci jimi zp˚usobene´. Neˇktere´ lidske´ endogenn´ı retroviry HERV
si ale zachovaly schopnost transposice, jako naprˇ´ıklad K113, ktery´ vykazuje inzercˇn´ı
polymorfismus naprˇ´ıcˇ lidskou populac´ı. Transposony typu HERV jsou navrhova´ny jako
potencia´ln´ı prˇispeˇvatel k autoimunitn´ım choroba´m.
Prozat´ım bylo zaznamena´no 96 TE inzerc´ı zp˚usobuj´ıc´ıch nemoci. Z nich 25 patrˇilo L1
element˚um a zbyly´ch 71 jsou L1 zprostrˇedkovane´, mezi ktery´mi je 60 prˇ´ıpad˚u prˇipsa´no
Alu element˚um, 7 SVA element˚um a 4 inzerce ze ktery´ch zbyla pouze poly(A) sekvence.
Celkem transposony pokry´vaj´ı 0.4% ze vsˇech nemoc zp˚usobuj´ıc´ıch mutac´ı [24].
3.1 Inzercˇn´ı mutageneze TE
L1 elementy jsou svy´mi inzercemi zodpoveˇdne´ za me´neˇ nezˇ 20% lidsky´ch nemoc´ı. Tento
maly´ pocˇet mu˚zˇe vyply´vat z preference inzerc´ı do oblast´ı bohaty´ch na AT (ktere´ neob-
sahuj´ı tolik ko´duj´ıc´ıch sekvenc´ı), nebo take´ hraje roli silna´ negativn´ı selekce (jejich de´lka
cca 20 kra´t prˇekracˇuje de´lku Alu element˚u, proto jejich inzerce zp˚usob´ı veˇtsˇ´ı sˇkodu).
L1 inzerce mohou take´ zp˚usobovat delece v c´ılove´m mı´steˇ o de´lce 1-70,000 bp [26].
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K lidsky´m L1 elementy zp˚usobeny´m somaticky´m mutac´ım patrˇ´ı naprˇ´ıklad inzerce L1
elementu do proto-onkogenu c-myc nalezena´ v bunˇka´ch karcinomu prsu, zp˚usobuj´ıc´ı
prˇeskupen´ı jednoho myc lokusu a amplifikaci druhe´ho lokusu. Dalˇs´ım prˇ´ıkladem je inz-
erce L1 do tumor supresorove´ho genu Apc, nalezene´ho u pacient˚u s rakovinou tluste´ho
strˇeva.
Inzerce Alu elementu byla pozorovana´ naprˇ´ıklad do genu Apc u desmoidn´ıch na´-
dor˚u, nebo take´ v souvislosti s neurofibromato´zou, kdy inzerce Alu elementu do intronu
genu NF-1 vedla k deleci a posunu cˇtecˇ´ıho ra´mce. Zna´ma´ je take´ souvislost inzerc´ı Alu
element˚u do gen˚u BRCA1 a BRCA2 vedouc´ı k rakovineˇ prsu. Alu elementy maj´ı take´
souvislost s onemocneˇn´ım ocˇ´ı. Polymorfismus Alu elementu u ACE genu je spojova´n
s lepsˇ´ı ochranou proti veˇkem podmı´neˇne´ makula´rn´ı degeneraci. Acˇkoli se Alu sekvence
cˇasteˇji vyskytuj´ı v intronech, jsou zna´my i prˇ´ıpady, kdy inzerce Alu do exonu zp˚usobila
chorobu. Jak jizˇ bylo zmı´neˇno, u Alu sekvenc´ı inzerovany´ch do intron˚u docha´z´ı cˇasto k
jejich zadrzˇen´ı a prˇepsa´n´ı do mRNA procesem Alu exonizace, kde vytva´rˇ´ı nova´ sˇteˇpna´
mı´sta pro RNA splicing.
Retrotransposony jsou take´ p˚uvodci populacˇneˇ specificky´ch chorob [24]. Mezi neˇ
patrˇ´ı inzerce Alu do exonu genu MAK identifikovana´ u pacient˚u zˇidovske´ho p˚uvodu s
diagnostikovanou retinitis pigmentosa, kogenita´ln´ı svalova´ dystrofie typu Fukuyama u
japonsky´ch pacient˚u zp˚usobena´ inzerc´ı SVA element˚u, nebo L1 zp˚usobena´ 3’ transdukce
genu dytrophin vedouc´ı k Duchenneoveˇ svalove´ dystrofii u japonsky´ch chlapc˚u.
3.2 Post-inzercˇn´ı mutageneze TE
Ektopicka´ rekombinace mezi dveˇma inzerovany´mi Alu elementy, zp˚usob´ı bud’ deleci
nebo duplikaci sekvence umı´steˇne´ mezi nimi. Gen BRCA1 obsahuje neobvykle vysoky´
pocˇet Alu elemet˚u, cozˇ vede takte´zˇ k cˇasty´m ektopicky´m rekombinac´ım a tedy i delec´ım/du-
plikac´ım na tomto lokusu. U genu BRCA2 delece nebyly detekova´ny tak cˇasto. Alu/Alu
rekombinace byla pozorova´na take´ u hepatomu a bylo take´ zjiˇsteˇno, zˇe rekombinace
mezi Alu elementy vyvola´va´ translokace v Tre-2 onkogenu a zp˚usobuje vy´voj Ewingova
sarkomu. Dalˇs´ım prˇ´ıkladem mu˚zˇe by´t opakuj´ıc´ı se duplikace MYB lokusu (ko´duje
transkripcˇn´ı faktor), ktere´ jsou vy´sledkem homologn´ı rekombinace mezi Alu elementy
lemuj´ıc´ımi MYB gen [25]. Tyto duplikace prˇisp´ıvaj´ı ke vzniku akutn´ı lymphoblasticke´
leukemii u T-buneˇk (T-AML). Opakuj´ıc´ı se duplikace MLL genu (myeloidn´ı/lymphoidn´ı
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nebo mixed-lineage leukemia) mohou zase mı´t za na´sledek vznik akutn´ı myeloidn´ı
leukemie (AML). Alu elementy take´ hraj´ı roli v chronicke´ myeloidn´ı leukemii, kde jsou
prˇ´ıtomny v chromozomovy´ch zlomech, produkuj´ıc´ı translokace mezi chromozomy 9 a
22.
28
4 SEKVENACˇNI´ METODY NOVE´ GENERACE
4 Sekvenacˇn´ı metody nove´ generace
4.1 Sangerova metoda
V roce 1977 byly neza´visle na sobeˇ popsa´ny dva postupy pro sekvenaci molekul DNA.
F. Sanger a A. R. Coulson vyvinuli Sangerovu metodu a neza´visle na nich prˇiˇsli americˇt´ı
veˇdci A. Maxam a W. Gilbert s podobnou Maxam-Gilbertovou metodou. Oba ty´my byly
oceneˇny Nobelovou cenou v roce 1980, avsˇak pro svou jednoduchost se stala kapila´rn´ı
automatizovana´ Sangerova metoda standardem, ktery´ dominoval trhu prˇes te´meˇrˇ dveˇ
desetilet´ı a vedl k dosazˇen´ı monumenta´ln´ıch vy´sledk˚u, jako naprˇ´ıklad osekvenova´n´ı kom-
pletn´ıho lidske´ho genomu. Sangerova metoda je v soucˇasnosti nejpouzˇ´ıvaneˇjˇs´ı metodou
pro klinicke´ pouzˇit´ı a pro sekvenaci de novo.
Sekvenace prob´ıha´ zacˇlenova´n´ım smeˇsi deoxyribonukleotid˚u spolu s dideoxynuk-
leotidy, ktere´ po prˇida´n´ı ukoncˇ´ı elongaci rˇeteˇzce. Vy´sledkem je smeˇs r˚uzneˇ dlouhy´ch
fragment˚u, ze ktery´ch je po elektroforeticke´m rozdeˇlen´ı mozˇno rekonstruovat sekvenci
DNA. T´ımto postupem je mozˇne´ dosa´hnout sekvenace fragment˚u de´lky azˇ 1000 bp
s na´klady $500 za 1Mb [32]. Navzdory mnohy´m technicky´m vylepsˇen´ım ktere´ zvy´sˇily
u´cˇinnost a prˇesnost o trˇi rˇa´dy, limitace Sangerovy metody odkryly potrˇebu pro nove´
a lepsˇ´ı technologie. Automatizovana´ Sangerova metoda je povazˇovana´ za technologii
prvn´ı generace (z angl. “first-generation”) a noveˇjˇs´ı metody jsou oznacˇova´ny jako nova´
generace (z angl. NGS-Next Generation Sequencing) [28].
4.2 Masivneˇ paraleln´ı sekvenova´n´ı
Jako prvn´ı z rˇady NGS postup˚u byla vyvinuta metoda masivneˇ paraleln´ıho sekven-
ova´n´ı (z angl. MPSS-Massively Parallel Signature Sequencing) firmou Lynx Thera-
peutics, [27]. Nova´torsky´ prˇ´ıstup MPSS metody spocˇ´ıva´ v rozdeˇlen´ı DNA molekuly
na miliony kratsˇ´ıch fragment˚u, ktere´ jsou analyzova´ny soucˇasneˇ. T´ım dojde k sn´ızˇen´ı
na´klad˚u a zvy´sˇen´ı vy´konosti. Sekvenace metodou MPSS prob´ıhala amplifikac´ı vzorku
emulzn´ı PCR (emPCR, viz da´le) na mikrokulicˇka´ch po ktere´ na´sledovala detekce fluo-
rescencˇn´ıho signa´lu CCD kamerou, produkovane´ho prˇida´va´n´ım fluorescencˇneˇ znacˇeny´ch
nukleotid˚u. Ocˇeka´va´ se, zˇe MPSS si najde sve´ uplatneˇn´ı v klinicke´ osobn´ı diagnostice.
MPSS umozˇnˇuje celogenomovy´ screening pro nove´ mutace a nebo soucˇasny´ screen-
ing stovek r˚uzny´ch lokus˚u pro geneticky heterogenn´ı onemocneˇn´ı. Pomoc´ı MPSS bylo
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odhaleno obrovske´ mnozˇstv´ı za´rodecˇny´ch a somaticky´ch variant u norma´ln´ıch jedinc˚u.
Metoda MPSS se stala za´kladn´ım kamenem pro rozr˚ustaj´ıc´ı se mnozˇstv´ı komercˇneˇ
dostupny´ch platforem. Sekvenacˇn´ı metody nove´ generace se vyznacˇuj´ı kombinac´ı r˚uzny´ch
strategi´ı od prˇ´ıpravy vzorku, sekvenova´n´ı, zobrazova´n´ı a zarovna´vac´ıch cˇi shlukovac´ıch
metod. V soucˇasnosti trhu dominuj´ı cˇtyrˇi hlavn´ı prˇedstavitele´ Roche, Illumina, Applied
Biosystems a Ion Torrent. Dalˇs´ımi za´stupci jsou firmy Helicos BioScineces, Polonator in-
strument, Pacific Biosciences a Oxford Nanopore, vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı nanopo´ry jako biosenzory
k detekci DNA sekvence nukleotid˚u.
Acˇkoli je metoda MPSS velmi komplexn´ı, ma´ i sve´ omezen´ı. Veˇtsˇina dostupny´ch
platforem NGS vykazuje vysˇsˇ´ı chybovost oproti Sangeroveˇ sekvenaci. Dalˇs´ı nevy´hodou
je obvykla´ de´lka fragment˚u, ktera´ nen´ı vysˇsˇ´ı jak 50-100 bp. To deˇla´ de novo sekvenova´n´ı
v´ıce obt´ızˇny´m, hlavneˇ pokud se DNA skla´da´ z repetitivn´ıch sekvenc´ı.
4.3 Platformy NGS
4.3.1 Roche/ 454 GS-FLX
Sekvena´tor typu 454 od spolecˇnosti Roche byl prvn´ı dostupny´ NGS prˇ´ıstoj [29]. Kombin-
uje techniku amplifikace vzorku prostrˇednictv´ım emulzn´ı PCR s pyrosekvenac´ı. Emulzn´ı
PCR (emPCR) slouzˇ´ı k amplifikaci DNA fragment˚u prˇiblizˇne´ de´lky 450 bp prˇichyceny´ch
na mikrokulicˇka´ch. Prˇichycen´ı DNA fragment˚u na mikrokulicˇky je umozˇneˇno prˇida´n´ım
adapte´r˚u na oba konce fragmentu. Adapte´ry obsahuj´ı take´ primery RNA polymera´zy II
pro iniciaci PCR reakce. Adapte´ry ohranicˇena´ DNA je soucˇasneˇ prˇichycena k povrchu
mikrokulicˇky. Mikrokulicˇky jsou izolova´ny uvnitrˇ kapicˇek na ba´zi voda-olej a vytva´rˇej´ı
tak uzavrˇeny´ mikro-bioreaktor, ve ktere´m prob´ıha´ samotna´ PCR reakce. V kazˇde´ kapce
mu˚zˇe by´t umı´steˇna pouze jedna mikrokulicˇka s jednou vzorovou DNA molekulou. T´ım
se zajist´ı, zˇe amplifikace bude prob´ıhat soucˇasneˇ. Po probeˇhnut´ı PCR reakce obsahuje
kazˇda´ mikrokulicˇka miliony kopi´ı cDNA molekul. V dalˇs´ım kroku je emulze voda-olej
rozbita a cDNA prˇichycena´ na mikrokulicˇka´ch je podrobena sekvenaci. Ta prob´ıha´
uvnitrˇ pikolitrovy´ch jamek cˇipu PicoTiterPlate (PTP), zp˚usobem jedna kulicˇka na
jamku. Do jamek jsou da´le prˇida´ny DNA polymera´za, sulfuryla´za a lucifera´za. Prˇi
prˇida´n´ı kazˇde´ho dNTP polymera´zou zprostrˇedkovanou reakc´ı je uvolneˇno sveˇtlo ze
vznikle´ho pyrofosfa´tu. Sveˇtlo je zachyceno na podlozˇn´ım skl´ıcˇku slozˇene´ho z opticky´ch
vla´ken, ktere´ vede sveˇtelny´ signa´l azˇ na vstup CDD kamery. Pocˇet prˇidany´ch stejny´ch
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Obra´zek 10: Pyrosekvenace pomoc´ı prˇ´ıstroje Roche 454 GS FLX. Prˇevzato z [32].
dNTP je prˇ´ımo u´meˇrny´ detekovane´mu signa´lu.
Hlavn´ı nevy´hodou te´to metody je cena, ktera´ je v porovna´n´ı s dalˇs´ımi metodami
vysˇsˇ´ı. Na druhou stranu velkou vy´hodou je, zˇe generuje fragmenty vysˇsˇ´ı de´lky. Za jeden
beˇh prˇiblizˇne´ de´lky 10 hodin generuje prˇ´ıstroj 454 GS-FLX v titanove´ verzi PTP ˜400-
600 Mb dat fragment˚u de´lky ˜450 bp, s na´klady ˜$85/Mb. Uva´deˇna´ prˇesnost je 99.5%
[32].
4.3.2 Illumina/Genome Analyzer
Metoda je zalozˇena na sekvenova´n´ı synte´zou (z angl. sequence by synthesis), ktera´ je
doplneˇna o detekci fluorescencˇneˇ znacˇeny´ch nukleotid˚u podobaj´ıc´ı se tradicˇn´ı Sangeroveˇ
metodeˇ. Illumina sekvenace pouzˇ´ıva´ k amplifikaci fragment˚u techniku tzv. “mu˚stkovou”
PCR (z angl. bridge). Zpracova´vane´ fragmenty jsou 36-125 bp dlouhe´ a jsou obohaceny
prˇipojen´ım adapte´r˚u, ktere´ jsou komplementa´rn´ı k oligonukleotidovy´m sekvenc´ım ko-
valentneˇ umı´steˇny´m na amplifikacˇn´ı desticˇce. Adaptory jsou spolu s jednovla´knovy´mi
DNA fragmenty hybridizova´ny k ukotveny´m oligonukleotid˚um a cyklickou izotermickou
PCR docha´z´ı k vytvorˇen´ı shluk˚u. Kazˇdy´ shluk se skla´da´ prˇiblizˇneˇ z 1000 identicky´ch
molekul. Mu˚stkova´ se tato metoda oznacˇuje proto, zˇe prˇi n´ı docha´z´ı ohybu molekuly
DNA do podoby mostu. Znacˇene´ nuklotidy pouzˇ´ıvane´ pro detekci signa´lu obsahuj´ı modi-
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Obra´zek 11: Sekvenace prˇ´ıstroji Illumina. a) Prˇ´ıprava knihovy-nava´za´n´ı adapte´r˚u
na fragmenty. b) Mu˚stkova´ PCR amplifikace, vytvorˇen´ı shluk˚u a na´sledne´ nava´za´n´ı
primeru. c) Detekce fluorescencˇn´ıho signa´lu laserem. Prˇevzato z [32].
fikovanou 3’-OH skupinu, zajiˇst’uj´ıc´ı zarˇazen´ı pouze jednoho nukleotidu v jednom cyklu.
Kazˇde´ zarˇazen´ı jednoho nukleotidu je na´sledovane´ laserovou detekc´ı fluorescencˇn´ıho
signa´lu z kazˇde´ho shluku. Prˇi jednom cyklu spolu vsˇechny nukleotidy souteˇzˇ´ı o zacˇleneˇn´ı
do rˇeteˇzce. Po zopakova´n´ı 125 cykl˚u vygenerujeme 125 bp dlouho sekvenci.
Spolecˇnost Illumina v soucˇasnosti dominuje NGS trhu, hlavneˇ d´ıky robustnosti
proveden´ı a prˇesnosti. Illumina Genome Analyzer produkuje za 7 dn´ı beˇhu prˇiblizˇneˇ
17 Gb sekvenc´ı de´lky 75+ bp za cenu ˜$6/Mb. Uva´deˇna´ prˇesnost je v´ıce jak 99.5% [32].
4.3.3 Applied Biosystems/ SOLiD
Platforma SOLiD (z angl. Sequencing by Oligo Ligation and Detection) je zalozˇena na
principu sekvenova´n´ı prostrˇednictv´ım ligace (z angl. sequencing by ligation). Prˇ´ıprava
knihovny mu˚zˇe prob´ıhat dveˇma zp˚usoby. Bud’ se vytva´rˇ´ı klasicka´ fragmentova´ DNA
knihovna se dveˇma adapte´ry na kazˇde´m konci fragmentu, nebo se produkuje pa´rova´ (z
angl. mate-paired) knihovna, ktera´ nav´ıc ke dveˇma krajn´ım adapte´r˚um obsahuje jesˇteˇ
jeden intern´ı. Analyzovane´ fragmenty maj´ı de´lku 50 bp a jsou amplifikova´ny metodou
emulzn´ı PCR, podobneˇ jako tomu bylo u sekvenace 454 Roche. Sekvenova´n´ı na prin-
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Obra´zek 12: Sekvenace prˇ´ıstroji SOLiD. Znacˇene´ sondy souteˇzˇ´ı o nava´za´n´ı za primer,
pote´ na´sleduje sˇteˇpen´ı a cely´ proces se opakuje (nahorˇe). Posouva´n´ım primeru o jeden
dNTP se restauruje cela´ sekvence (opakuje se 5x). Prˇevzato z [32].
cipu ligace pouzˇ´ıva´ syste´m nukleotidovy´ch sond ko´dovany´ch dveˇma ba´zemi. Sondy tvorˇ´ı
oligonukleotidove´ oktamery, ale specificke´ jsou pouze prvn´ı dva nukleotidy. Po nava´za´n´ı
primeru je do reakce prˇida´na sada fluorescencˇneˇ znacˇeny´ch sond, ktera´ souteˇzˇ´ı o za-
rˇezen´ı do rˇeteˇzce za primer. Po ligaci sondy k primeru je detekova´n fluorescencˇn´ı signa´l
a posledn´ı trˇi nukleotidy jsou odsˇteˇpeny, cozˇ zanecha´ na mı´steˇ sondu pokryvaj´ıc´ı 5
nukleotid˚u. Hybridizace sondy, ligace, detekce signa´lu a sˇteˇpen´ı sondy se mus´ı zopako-
vat 10-kra´t, aby se sondami pokryl cely´ 50 bp dlouhy´ fragment. Pro urcˇen´ı sekvence
nukleotid˚u mus´ıme cely´ proces opakovat celkem 5-kra´t, a to vzˇdy s primerem o je-
den nukleotid kratsˇ´ım nezˇ u prˇedchoz´ıho cyklu. Dı´ky syste´mu sond ko´dovany´ch dveˇma
ba´zemi je kazˇda´ pozice charakterizovana´ dveˇma fluorescencˇn´ımi signa´ly, cozˇ deˇla´ SOLiD
system velmi prˇesny´m.
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Nejveˇtsˇ´ı vy´hodou te´to metody je zvy´sˇeny´ vy´kon a prˇesnost. SOLiD sekvena´tor pro-
dukuje za 3-7 dn´ı beˇhu prˇiblizˇneˇ 10-15 Gb sekvenc´ı de´lky 50 bp za cenu ˜$5.80/Mb.
Uva´deˇna´ prˇesnost je v´ıce jak 99.94% [32].
4.3.4 Life Technologies/ Ion Torrent
Technologie Ion Torrent byla prˇedstavena na zacˇa´tku roku 2011. Jedna´ se o prvn´ı
metodu ktera´ nen´ı zalozˇena´ na detekci uvolneˇne´ho sveˇtelne´ho za´rˇen´ı, jako vsˇechny prˇed-
choz´ı zminˇovane´ metody, [30]. Mı´sto toho meˇrˇ´ı ionty H+produkovane´ prˇi synte´ze rˇeteˇzce
DNA polymera´zou, ktera´ prˇida´va´ nukleotidy v jejich za´kladn´ı neupravene´ podobeˇ. Ma-
sivneˇ paraleln´ı sekvenova´n´ı prob´ıha´ na iontoveˇ senzitivn´ım tranzistorove´m poli ISFET(z
angl. Ion Sensitive Field Effect Transistor). Architektura cˇipu ISFET vyuzˇ´ıva´ elek-
tronicke´ adresova´n´ı beˇzˇne´ v CMOS senzorech. Nad elektronikou a senzitivn´ı vrstvou
je umı´steˇna vrstva s jamkami, do ktery´ch jsou rozmı´steˇny mikrokulicˇky s DNA frag-
menty amplifikovany´mi pomoc´ı emulzn´ı PCR. Cˇip ISFET je pokryty´ 1.2 miliony sen-
zor˚u (noveˇjˇs´ı Proton II cˇip dokonce 660 milion˚u), ktere´ zaznamenaj´ı kazˇdou zmeˇnu v
gradientu pH zp˚usobenou zacˇleneˇn´ım nukleotidu a na´sledny´m uvolneˇn´ım protonu H+.
Zmeˇna gradientu pH indukuje zmeˇnu potencia´lu na kov-oxid senzitivn´ı vrstveˇ, ktera´ je
da´le digitalizova´na a zpracova´na. Typicky´ beˇh trva´ 2 hodiny a generuje azˇ ˜1Gb dat.
Zpracova´vaj´ı se fragmenty de´lky ˜100bp produkuje prˇiblizˇneˇ 25 milion˚u ba´z´ı.
Obra´zek 13: Ion Torrent technologie. a) Jamka s DNA fragmentem. b) 50x50 region
senzoru. c) Cˇip v keramicke´m balen´ı. Prˇevzato z [30].
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5 Sekvenace transkriptomu pomoc´ı RNA-seq
Sekvenova´n´ı mRNA s pouzˇit´ım NGS technologi´ı umozˇnˇuje meˇrˇen´ı genove´ exprese cele´ho
transkriptomu. Postup a proveden´ı RNA-seq experimentu je zna´zorneˇn na obr. 14.
Prvn´ım u´kolem je vycˇistit zkoumany´ vzorek o rRNA, tRNA a mitochondria´ln´ı RNA,
ktere´ u prokaryot i eukaryot tvorˇ´ı prˇiblizˇneˇ 75% vsˇech RNA molekul. Navzdory pouzˇit´ı
purifikacˇn´ıch metod, mezi ktere´ patrˇ´ı naprˇ´ıklad poly(A)purifikace a DNS normalizace,
sekvenacˇn´ı data mohou obsahovat mensˇ´ı mnozˇstv´ı teˇchto RNA molekul [59]. Ty mo-
hou by´t odfiltrova´ny v na´sleduj´ıc´ıch kroc´ıch bioinformaticky´mi postupy. Zbyla´ mRNA
je pote´ nastrˇ´ıha´na na mensˇ´ı cˇa´sti, a je z n´ı prˇipravena knihovna kra´tky´ch fragment˚u s
nava´zany´mi adaptory. Ty jsou pote´ sekvenova´ny sekvenacˇn´ım prˇ´ıstrojem a jako vy´sledek
z´ıska´me tzv. ready. Anglicke´ slovo ’read’ znacˇ´ı datovou reprezentaci kra´tke´ sekvence
DNA obvykle 50-150 bp dlouhou, ktera´ byla vyprodukova´na sekvenacˇn´ım prˇ´ıstrojem.
Samotne´ ready vsˇak nemaj´ı zˇa´dnou vypov´ıdaj´ıc´ı hodnotu, a proto jsou da´le bioinformat-
icky zpracova´ny. Namapova´n´ım na referencˇn´ı sekvenci zjist´ıme jejich genomickou pozici,
ze ktere´ byly odvozeny. Veˇtsˇina read˚u je namapova´na na exony, cozˇ jsou transkripcˇneˇ
aktivn´ı jednotky, a pouze male´ mnozˇstv´ı read˚u je namapova´no na transposony. Ready
ktere´ nejde namapovat v celku, jsou rozdeˇleny na mensˇ´ı cˇa´sti a ty jsou namapova´va´ny
zvla´sˇt’. Rozdeˇlene´ ready umozˇnˇuj´ı jednodusˇsˇ´ı identifikaci mezer mezi exony (angl. splice
junctions) [54, 56].
RNA-seq metoda nen´ı zat´ızˇena te´meˇrˇ zˇa´dny´m sˇumem, je mnohem prˇesneˇjˇs´ı a ma´
veˇtsˇ´ı dynamicky´ rozsah oproti DNA microarray technologi´ım. Microarray totizˇ postra´da´
senzitivitu pro velmi male´, nebo naopak velmi velke´ u´rovneˇ exprese, z d˚uvodu laserove´
detekce. RNA-seq ma´ nekonecˇneˇ mnoho u´rovn´ı exprese, protozˇe postra´da´ horn´ı limit
pro kvantifikaci exprese. Za´lezˇ´ı pouze na pocˇtu namapovany´ch read˚u. RNA-seq metoda
je vy´hodna´ pro sekvenaci de novo, protozˇe (oproti microarray) nen´ı omezena znalost´ı
genomicke´ sekvence. RNA-seq umozˇnˇuje objevova´n´ı novy´ch gen˚u, jejich transkript˚u,
meˇrˇen´ı genove´ exprese a detekci za´rodecˇny´ch i somaticky´ch mutac´ı v oblasti transkri-
bovane´ cˇa´sti genomu. RNA-seq se take´ hod´ı pro analy´zu diferencia´ln´ı exprese (zdravy´/
nemocny´, le´cˇeny´/nele´cˇeny´ atd.) z d˚uvodu jednoduche´ reprodukovatelnosti experimentu.
V neposledn´ı rˇadeˇ je RNA-seq vhodna´ k analy´ze alternativn´ıho sestrˇihu mRNA, prostrˇed-
nictv´ım ktere´ho jsou generova´ny odliˇsne´ transkripty z jednoho genu. Detekce teˇchto
isoforem pomoc´ı mRNA je velmi prˇesna´ a odhaluje jak zna´me´, tak nove´ isoformy.
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Obra´zek 14: Pr˚ubeˇh RNA-seq experimentu. Rozdeˇlene´ ready jsou namapova´ny prˇes
neko´duj´ıc´ı sekvence intron˚u a umozˇnˇuj´ı snazsˇ´ı identifikaci mezer mezi exony. Upraveno
podle [36].
Z d˚uvodu velke´ho mnozˇstv´ı dat produkovany´ch sekvenacˇn´ımi prˇ´ıstroji (v soucˇasnosti
v´ıce jak 500 Gb na jeden beˇh) bylo nutne´ vyvinout robustn´ı a efektivn´ı bioinformaticke´
algoritmy, ktere´ takovou analy´zu umozˇn´ı. Obecneˇ mu˚zˇeme postup prˇi analy´ze RNA-seq
dat rozdeˇlit na trˇi cˇa´sti. Jedna´ se o namapova´n´ı read˚u, klasifikaci a anotaci transkriptu
(angl. Transcript assembly), a take´ kvantifikaci exprese gen˚u a jejich transkript˚u. Ex-
istuje neˇkolik sofistikovany´ch na´stroj˚u pro kazˇdou z teˇchto cˇa´st´ı. Veˇtsˇinou jsou volneˇ
dostupne´ a jsou vyv´ıjeny laboratorˇemi na cele´m sveˇteˇ. Na´stroje poskytuj´ıc´ı klasifikaci,
kvantifikaci a anotaci transkriptu, se obecneˇ zameˇrˇuj´ı na genovou expresi a proto je pro
analy´zu transposon˚u nebylo mozˇne´ pouzˇ´ıt. Ze vsˇech dostupny´ch na´stroj˚u byl pouzˇit
jeden na´stroj slouzˇ´ıc´ı k namapova´n´ı read˚u, ale na´sledna´ kvantifikace u´rovneˇ exprese
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transposon˚u je rˇesˇena vlastn´ımi postupy a skripty.
Celkovy´ objem dat pouzˇity´ch v te´to pra´ci je v soucˇtu 66.8 GB ve FASTQ forma´tu,
ktery´ bude popsa´n da´le. Z d˚uvodu velke´ho objemu dat a znacˇne´ vy´pocˇetn´ı s´ıle, ktera´
je pro tuto pra´ci vyzˇadova´na prˇedevsˇ´ım pro namapova´n´ı read˚u, byla vesˇkera´ analy´za
prova´deˇna prostrˇednictv´ım vy´pocˇetn´ıho centra MetaCentrum [40], ke ktere´mu lze prˇis-
tupovat vzda´leneˇ prˇes prˇ´ıkazovou rˇa´dku. MetaCentrum je vedeno virtua´ln´ı organizac´ı
MetaVO, ktera´ poskytuje student˚um a akademicky´m pracovn´ık˚um bezplatne´ vyuzˇit´ı
vy´pocˇetn´ı a u´lozˇne´ kapacity, stejneˇ jako rˇadu programu˚ (naprˇ´ıklad Matlab, Maple,
TopHat, Bowtie, Cuﬄinks, atd.).
Protozˇe anglicke´ na´zvy jsou v oboru zazˇite´ a jejich pocˇesˇt’ova´n´ı by bylo matouc´ı,
pouzˇ´ıva´m v textu neˇkolik anglicky´ch termı´n˚u, ktere´ jsou vzˇdy vysveˇtleny, naprˇ. zmı´neˇne´
ready.
6 Prˇ´ıprava dat pro namapova´n´ı
6.1 FASTQ forma´t
Sekvenacˇn´ı prˇ´ıstroje produkuj´ı data ve forma´tu FASTQ [38], ktery´ kromeˇ samotne´
sekvence obsahuje informaci o kvaliteˇ kazˇde´ho nukleotidu (Q jako quality, angl. kvalita).
FASTQ forma´t se stal standardem pro uchova´n´ı a sd´ılen´ı sekvenovany´ch dat. Existuje
vsˇak neˇkolik variant FASTQ soubor˚u, ktere´ se od sebe mı´ mı´rneˇ liˇs´ı. Vsˇechna data
pouzˇita´ pro tuto diplomovou pra´ci pocha´zej´ı z Illumina Genome Analyzeru, a proto zde
podrobneˇji pop´ıˇsi tento typ forma´tu.
Jak je videˇt na obr. 15, kazˇdy´ read je popsa´n cˇtyrˇmi rˇa´dky. Prvn´ı rˇa´dek obsahuje
hlavicˇku. Podobneˇ jako zacˇa´tek FASTA hlavicˇky zacˇ´ına´ znakem ’>’, zacˇa´tek FASTQ
zacˇ´ına´ znakem ’@’. Hlavicˇka ma´ trˇi pole, jejichzˇ de´lka nema´ zˇa´dny´ limit. V prvn´ım poli
dat pocha´zej´ıc´ıch z NCBI SRA databa´ze (viz da´le) se nacha´z´ı identifika´tor readu. Na
obra´zku je videˇt zˇe na jeho konci je ’.1’, cozˇ znacˇ´ı, zˇe ready tvorˇ´ı pa´ry (angl. paired-end).
Druhy´ read z pa´ru ma´ na konci ’.2’. Na prostrˇedn´ım poli se nacha´z´ı Illumina identifika´-
tor. ’HWUSI-EAS230-R’ je unika´tn´ı na´zev prˇ´ıstroje, za ktery´m na´sleduj´ı identifika´roty
konkre´tn´ıch sourˇadnic, kde se sekvenovany´ DNA fragment na cˇipu nacha´zel. Jsou jimi
cˇ´ıslo pruhu (angl. lane) ’5’, cˇ´ıslo dlazˇdice (angl. tile) ’1’, x-sourˇadnice shluku (angl.
cluster) ’16’ a y-sourˇadnice ’884’ uvnitrˇ dlazˇdice. Posledn´ı pole obsahuje informaci o
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1.rˇ. @SRR057654.1 HWUSI-EAS230-R:5:1:16:884 length=36
2.rˇ. GCGGGGCCGGAGCGAGGCTGAGANCNGNNNNTTCCT
3.rˇ. +SRR057654.1 HWUSI-EAS230-R:5:1:16:884 length=36
4.rˇ. AA@AA@>@9<??>-9;#######!#!#!!!!#####
Obra´zek 15: Prvn´ı 4 rˇa´dky FASTQ Sanger/Illumina forma´tu stezˇene´ho ze NCBI SRA
databa´ze, popisuj´ıc´ı jeden read.
de´lce fragmentu, tedy ’length=36’. Druhy´ rˇa´dek obsahuje samotnou sekvenci readu,
jej´ızˇ znaky odpov´ıdaj´ı jednop´ısmenny´m ko´d˚um dle IUPAC nomenklatury. Trˇet´ı rˇa´dek
zacˇ´ına´ znakem ’+’ a mu˚zˇe obsahovat dodatecˇne´ informace. V nasˇem prˇ´ıkladu je zde
zopakovana´ hlavicˇka. Tento rˇa´dek je volitelny´ mu˚zˇe zde by´t pouze povinny´ znak ’+’,
cˇ´ımzˇ dojde ke vy´razne´mu sn´ızˇen´ı velikosti souboru.
6.1.1 Phred sko´re
Kazˇde´ ba´zi je prˇ´ıstrojem prˇiˇrazeno ohodnocen´ı kvality spra´vne´ identifikace, tzv. Phred
sko´re. Posledn´ı rˇa´dek na obr. 15 obsahuje jednomı´stny´ ASCII ko´d pro Phred sko´re
kazˇde´ ba´ze. Z toho d˚uvodu je kazˇdy´ cˇtvrty´ rˇa´dek stejneˇ dlouhy´, jako de´lka sekvence na
druhe´m rˇa´dku. Existuje neˇkolik typ˚u ko´dova´n´ı Phred sko´re dle druhu prˇ´ıstroje. Pouzˇita´
data jsou ve forma´tu Sanger/Illumina1.9. Pro tyto data je pouzˇit klasicky´ typ ko´dova´n´ı
Phred+33. Je d˚ulezˇite´ si vsˇimnout, zˇe se mezi znaky kvality na cˇtvrte´m rˇa´dku mu˚zˇe
vyskytnout i znak ’@’ (viz obr. 15). Nen´ı proto mozˇne´ pouzˇ´ıt rˇa´dek zacˇ´ınaj´ıc´ı na ’@’
pro identifikaci rˇa´dku hlavicˇky, naprˇ´ıklad pro parser.
Kvalita spra´vne´ identifikace ba´ze prˇ´ıstrojem je posuzova´na na za´kladeˇ Phred sko´re.
K vy´pocˇtu kvality Q je pouzˇit vzorec z [38]
Q = −10 ∗ log(Pe), (1)
kde Pe znacˇ´ı pravdeˇpodobnost, zˇe prˇi vola´n´ı ba´ze (angl. base call) dosˇlo k chybeˇ.
Vysˇsˇ´ı sko´re tedy implikuj´ı nizˇsˇ´ı pravdeˇpodobnost, zˇe dosˇlo k chybeˇ. Naprˇ´ıklad sko´re
Q=10 odpov´ıda´ pravdeˇpodobnosti, zˇe 1 ba´ze z deseti je sˇpatneˇ, tedy 90% prˇesnost. Pro
Q=20 je 1 ba´ze ze 100 sˇpatneˇ (prˇesnost 99%), a pro Q=30 je to 1 z 1000 ba´z´ı (prˇesnost
99.9%). Sanger/Illumina1.9 forma´t doka´zˇe zako´dovat Phred sko´re od 0 do 93 pouzˇit´ım
ASCII znak˚u 33-126:
!”#$%&’()*+,-./0123456789:;<=>?@ABCDEFGHIJKLMNOPQRSTUVWXYZ[\]ˆ ‘a
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bcdefghijklmnopqrstuvwxyz{|}˜.
Veˇtsˇinou se vsˇak sko´re pohybuje od 0 do 40, a jen zrˇ´ıdka prˇekrocˇ´ı hodnotu 60. Ko´dova´n´ı
Phred+33 znacˇ´ı, zˇe kv˚uli posunu vznikaj´ıc´ım prˇi prˇevodu sko´re do ASCII, je nutne´ ke
sko´re prˇicˇ´ıst cˇ´ıslo 33.
6.2 Single-end, paired-end a mate-pair
Knihovnu read˚u je mozˇne´ prˇipravit neˇkolika zp˚usoby. Prvn´ım je metoda single-end, prˇi
ktere´ je read vygenerova´n z jednoho fragmentu DNA. Single-end strategie vsˇak ma´ jiste´
nevy´hody, prˇedevsˇ´ım pokud se jedna´ o kra´tke´ ready pro de novo sekvevenaci, tedy pro
sekvenaci bez zna´me´ publikovane´ referencˇn´ı genomicke´ sekvence. Dı´ky velky´m segmen-
ta´ln´ım duplikac´ım, repetic´ım a jiny´m ma´lo komplexn´ım oblastem v genomu, je obt´ızˇne´
ze single-end read˚u vytvorˇit pro kazˇdy´ chromozom jeden tzv. contig. Anglicke´ slovo
’contig’ znamena´ datovou reprezentaci dlouhe´ sekvence DNA, ktera´ neobsahuje mezery
a byla zrekonstruovana´ z namapovany´ch read˚u. U NGS sekvenace se vzˇdy snazˇ´ıme o
co nejdelˇs´ı contigy. U single-end knihovny je i pro male´ genomy trˇeba velke´ho pokryt´ı
(angl. coverage).
Z tohoto d˚uvodu je velmi obl´ıbena´ strategie paired-end typu knihovny. U paired-end
metody jsou z fragmentu DNA sekvenova´ny pouze jeho konce. Vznikle´ dva ready jsou
ve vy´stupn´ım souboru oznacˇeny jako pa´r (bud’ jako ’nazev.1’ a ’nazev.2’, nebo ’nazev/1’
a ’nazev/2’). Prˇi tomto typu prˇ´ıpravy knihovny obdrzˇ´ıme nejen informaci o genomicke´
sekvenci, ale nav´ıc z´ıska´me i informaci o vzda´lenosti ve ktere´ se pa´rove´ ready nacha´z´ı.
Druha´ zmı´neˇna´ informace je uzˇitecˇna´ naprˇ´ıklad v prˇ´ıpadeˇ, kdy jeden read pocha´z´ı
z repetitivn´ı oblasti genomu a je velmi obt´ızˇne´ ho spra´vneˇ namapovat a druhy´ read
obsahuje unika´tn´ı sekvenci. Unika´tn´ı read posouzˇ´ı jako ’kotva’ prˇi namapova´n´ı repeti-
tivn´ıho readu. Da´le je mozˇne´ pomoc´ı paired-end read˚u detekovat strukturn´ı varianty u
mutovany´ch genomu˚, jako jsou inzerce, delece a translokace. Pokud se naprˇ´ıklad ready
namapuj´ı vy´razneˇ bl´ızˇe oproti ocˇeka´vane´ vzda´lenosti, znacˇ´ı to mozˇny´ vy´skyt delece ve
zkoumane´m vzorku.
Posledn´ı metodou prˇ´ıpravy knihovny je mate-pair, ktery´ je podobny´ paired-end.
Liˇs´ı se v tom, zˇe pa´rove´ ready nepocha´zej´ı z fragmentu dlouhe´ho cca 200-300 bp, ale z
mnohem delˇs´ıch u´sek˚u od 20 kb do 10 kb. Mate-pair ready se na genom namapova´vaj´ı v
opacˇne´ orientaci nezˇ paired-end ready. Du˚vodem je slozˇiteˇjˇs´ı prˇ´ıprava knihovny read˚u.
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Mate-pair ready se pouzˇ´ıvaj´ı naprˇ´ıklad pro spojen´ı velky´ch mezer u de novo sekvenace,
nebo pro identifikaci velky´ch strukturn´ıch variant.
6.3 Z´ıska´n´ı dat
Data pro tuto pra´ci byla stazˇena z NCBI archivu SRA (Sequence Read Archive) [39],
kde jsou ulozˇena jak data volneˇ prˇ´ıstupna´, tak data s omezeny´m prˇ´ıstupem. Z databa´ze
SRA byly vybra´ny dveˇ studie, ktere´ se zaby´valy diferencia´ln´ı analy´zou transkripomu
norma´ln´ıch a rakovinny´ch buneˇk. Prvn´ı studie je dohledatelna´ na stra´nka´ch SRA pod
ko´dem SRP002628. Vzorky pocha´zej´ı od pacient˚u s adenokarcinomem prostaty. Zverˇe-
jneˇna´ data k te´to studii tvorˇ´ı dva pa´ry zdravy´/nemocny´ (2 pacienti). Druha´ studie s
ko´dem SRP006900 se zaby´va´ adenokarcinomem tluste´ho strˇeva. Studii tvorˇ´ı 10 pa´r˚u
zdravy´/nemocny´. Ke sve´ pra´ci jsem z nich pouzˇila polovinu. Podrobny´ souhrn jed-
notlivy´ch dat naleznete v tabulce 1.
SRA databa´ze neumozˇnˇuje sta´hnout data z ftp serveru prˇ´ımo v pozˇadovane´m for-
ma´tu (naprˇ´ıklad ’.fastq’) kv˚uli nedostatku financˇn´ıch prostrˇedk˚u, ktere´ by byly potrˇeba
na vy´voj na´stroj˚u prova´deˇj´ıc´ıch konverzi, a poskytuje data pouze ve forma´tu ’.sra’. Z
tohoto d˚uvodu byl vytvorˇen SRATookit, cozˇ je knihovna na´stroj˚u pro pra´ci se ’.sra’
soubory. Po sta´hnut´ı ’.sra’ souboru umozˇnˇuje konverzi do pozˇadovane´ho forma´tu. Kon-
verze ze ’.sra’ do ’.fastq’ u paired-end dat prova´d´ı na´stroj ./fastq-dump s volbou -
-split-3, ktera´ paired-end data ulozˇ´ı ve dvou samostatny´ch souborech. Naprˇ´ıklad
po sta´hnut´ı souboru SRR057658.sra obdrzˇ´ım soubory SRR057658 1.fastq pro ready
pocha´zej´ıc´ı z leve´ strany p˚uvodn´ıho fragmentu a SRR057658 2.fastq pocha´zej´ıc´ı ze
strany prave´.
6.4 Zhodnocen´ı kvality dat
NGS data trp´ı na systematicke´ chyby, ktere´ jsou d˚usledkem nedokonale´ prˇ´ıpravy kni-
hovny a sekvenace. Zhodnocen´ı kvality dat je proto d˚ulezˇity´m krokem, ktery´ by se meˇl
prova´deˇt vzˇdy prˇed pouzˇit´ım dat k dalˇs´ı pra´ci, aby se zamezilo mozˇny´m proble´mu˚m a
odchylka´m, ktere´ by v d˚usledku mohly ovlivnit biologickou interpretaci. Velmi obl´ıbeny´
je na´stroj pro ohodnocen´ı kvality dat FastQC [42], ktery´ umozˇnˇuje komplexneˇjˇs´ı pohled
na data prostrˇednictv´ım graficke´ho rozhran´ı. Prˇi nacˇten´ı dat se provede sada analy´z,
ktera´ poskytne mozˇnost identifikace proble´movy´ch oblast´ı, ktery´mi je trˇeba se prˇi
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ID beˇhu Pu˚vod tka´neˇ Typ Pocˇet read˚u De´lka read˚u
SRR222176 tl.strˇevo/rak. single-end 8542144 65
SRR222178 tl.strˇevo/rak. single-end 11461875 65
SRR222175 tl.strˇevo/norm. single-end 9037384 65
SRR222177 tl.strˇevo/norm. single-end 11308009 65
SRR057639 prostata/rak. paired-end 31370536 36
SRR057640 prostata/rak. paired-end 31979850 36
SRR057641 prostata/rak. paired-end 32614990 36
SRR057642 prostata/rak. paired-end 30425120 36
SRR057643 prostata/rak. paired-end 33158138 36
SRR057654 prostata/norm. paired-end 29523906 36
SRR057655 prostata/norm. paired-end 29495276 36
SRR057656 prostata/norm. paired-end 28473964 36
SRR057657 prostata/norm. paired-end 23829402 36
SRR057658 prostata/norm. paired-end 29352538 36
Tabulka 1: Prˇehled analyzovany´ch datovy´ch soubor˚u.
u´prava´ch kvality dat zaby´vat. Kromeˇ za´kladn´ı statistiky uda´vaj´ıc´ı pocˇet read˚u, ob-
sah GC, typ ko´dova´n´ı a de´lky read˚u, obsahuje FastQC dalˇs´ıch 9 modul˚u. Detailn´ı popis
vsˇech by byl prˇ´ıliˇs zdlouhavy´, je uveden v referenci[42]. Teˇmi nejd˚ulezˇiteˇjˇs´ımi parametry,
ktery´mi je vhodne´ se zaby´vat jsou prˇ´ıtomnost adaptor˚u (jejich prˇ´ıpadne´ odstraneˇn´ı),
Phred kvalita ba´z´ı na kazˇde´ pozici readu, GC obsah, prˇ´ıtomnost duplikovany´ch sekvenc´ı
a pr˚umeˇrna´ Phred kvalita sekvenc´ı.
Pokud v datech objev´ıme proble´m, ktery´m se rozhodneme zaby´vat, mu˚zˇeme vyuzˇ´ıt
FASTX-Toolkit [41], cozˇ je knihovna na´stroj˚u pro pra´ci s ’.fastq’ soubory. Obsahuje
mnoho uzˇitecˇny´ch funkc´ı urcˇeny´ch naprˇ´ıklad k orˇeza´n´ı read˚u, filtraci nekvalitn´ıch read˚u,
forma´tova´n´ı dat, a jine´. Umı´ podobneˇ jako FastQC graficky vykreslit za´kladn´ı statisticke´
u´daje.
6.4.1 Odstraneˇn´ı adaptor˚u
Nejdrˇ´ıve je nutne´ odstranit sekvence adaptor˚u, ktere´ byly sekvenova´ny spolu s zˇa´-
dany´mi fragmenty DNA. Pokud zna´me sekvenci adaptoru, mu˚zˇeme k tomuto u´cˇelu
pouzˇ´ıt na´stroj fastx_clipper od FASTX-Toolkit, ktere´mu je zada´na sekvence adap-
toru a on ji z kazˇde´ho readu odstran´ı. Pokud sekvenci adaptoru nezna´me je mozˇne´
pouzˇ´ıt modul ’Per Base Sequence Content’ od FastQC (obr. 17), ktery´ umozˇn´ı prˇ´ıtom-
nost a de´lku adaptoru odhadnout. Tento graf zna´zornˇuje mı´ru ba´z´ı na kazˇde´ pozici
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readu. U knihovny read˚u se ocˇeka´va´, zˇe obsah ba´z´ı bude na´hodny´ a tedy horizonta´ln´ı
linie nebudou vykazovat veˇtsˇ´ı odchylky. Na obra´zku je videˇt zˇe prvn´ıch 14 ba´z´ı vykazuje
odchylky, ktere´ vypov´ıdaj´ı o nadmeˇrne´m zastoupen´ı urcˇity´ch sekvenc´ı. Omezen´ı tohoto
biasu na zacˇa´tek sekvence odpov´ıda´ sekvenci adaptoru, ktere´ je trˇeba z readu odstranit.
K tomu je mozˇne´ pouzˇ´ıt na´stroj fastx_trimmer, ktere´mu stacˇ´ı zadat rozsah ba´z´ı, ktere´
si prˇejeme zachovat. Pro vsˇechna pouzˇita´ data bylo odstraneˇno prvn´ıch 13 ba´z´ı adap-
toru.
6.4.2 Odstraneˇn´ı nekvalitn´ıch konc˚u
Vykreslen´ı box-whisker grafu poskytne prˇehled o rozlozˇen´ı kvality ba´z´ı na jednotlivy´ch
pozic´ıch v readu. Klasicka´ situace kvality ba´z´ı je zna´zorneˇna na obr. 16, kdy s prˇir˚us-
taj´ıc´ım pocˇtem ba´z´ı klesa´ kvalita Phred sko´re. Nekvalitn´ı konce readu je proto vhodne´
odstranit. U read˚u analyzovany´ch v te´to pra´ci byly odstraneˇny konce u ktery´ch klesla
Phred kvalita pod hodnotu 10. Pro uprˇesneˇn´ı grafu, modra´ krˇivka zna´zornˇuje pr˚umeˇrnou
kvalitu, cˇervene´ cˇa´ry jsou pro media´n, zˇluty´ box reprezentuje kvartil pro 25-75% a horn´ı
a spodn´ı whiskery prˇedstavuj´ı spodn´ıch 10% a horn´ıch 90%.
U dat pocha´zej´ıc´ıch z prostaty a z tluste´ho strˇeva, byly odstraneˇny stejneˇ dlouhe´
konce, aby z˚ustala de´lka read˚u u vsˇech dataset˚u konzistentn´ı. Kromeˇ odstraneˇn´ı 13
ba´z´ı adaptoru (14 ba´ze je prvn´ı ba´z´ı nove´ho readu), byly u prostaty da´le odstraneˇny
posledn´ı 2 ba´ze, i kdyzˇ nekvalitn´ıch ba´z´ı na konci bylo v´ıce. Je to z toho d˚uvodu, zˇe
minima´ln´ı de´lka readu pro namapova´n´ı programem TopHat (viz da´le) je 20 bp, a prˇi
dalˇs´ım zkracova´n´ı bychom dostali me´neˇ a nebylo by mozˇne´ ready namapovat. U dat
pocha´zej´ıc´ıch z tluste´ho strˇeva jsme si mohli dovolit odstranit z konce v´ıce read˚u. Bylo
odstraneˇno 22 bp (posledn´ı ba´z´ı nove´ho readu je 43 ba´ze p˚uvodn´ıho).
Orˇeza´n´ım jsem tedy ready u tluste´ho strˇeva zkra´tili na 20 bp a u prostaty na 29 bp.
Pouzˇili jsme na´stroj fastx_trimmer pro tluste´ strˇevo v podobeˇ:
fastx_trimmer -f 14 -l 43 -Q 33 -i vstup.fastq -o vystup.fastq
A pro prostatu (paired-end):
fastx_trimmer -f 14 -l 36 -Q 33 -i vstup_1.fastq -o vystup_1.fastq
fastx_trimmer -f 14 -l 36 -Q 33 -i vstup_2.fastq -o vystup_2.fastq
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Parametr -Q 33 nastavuje ko´dova´n´ı kvality na Phred+33.
Obra´zek 16: FastQC program. Box-whisker graf reprezentuj´ıc´ı kvalitu baz´ı.
Obra´zek 17: FastQC program. Pomeˇrne´ zastoupen´ı baz´ı na kazˇde´ pozici.
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Obra´zek 18: FastQC program. Procentua´ln´ı zastoupen´ı duplikac´ı.
6.4.3 Odstraneˇn´ı duplikac´ı
Veˇtsˇina sekvenc´ı by se v cele´ knihovneˇ read˚u meˇla objevit pouze jednou. Maly´ pocˇet
duplikovany´ch read˚u (tj. read˚u, jejichzˇ stejna´ sekvence je v knihovneˇ prˇ´ıtomna v´ıce nezˇ
jednou) mu˚zˇe by´t zp˚usoben velmi vysoky´m pokryt´ım. Vysoka´ u´rovenˇ duplikace read˚u
mu˚zˇe by´t zna´mkou jejich nadmeˇrne´ho zastoupen´ı, cˇasto zaprˇ´ıcˇineˇne´ho PCR amplifikac´ı.
Na obr. 18 je procentua´lneˇ vyja´drˇeno zastoupen´ı duplikovany´ch sekvenc´ı. Je patrne´,
zˇe veˇtsˇina sekvenc´ı je zastoupena jedenkra´t. Rostouc´ı tendence je prˇ´ıtomna pro 10+
duplikac´ı. Maly´ na´r˚ust v kategorii 10+ je ocˇeka´vany´, protozˇe kategorie sdruzˇuje vsˇechny
duplikace zastoupen´ı 10 a v´ıcekra´t. Podle dokumentace FastQC programu je prˇekrocˇen´ı
20% v kategorii 10+ duplikac´ı pomyslna´ hranice, kdy by tomuto jevu meˇla by´t veˇnova´na
pozornost a duplikace by meˇly by´t odstraneˇny. Rozhodneˇ ale nen´ı na sˇkodu odstranit
duplikace prˇi kazˇde´ analy´ze automaticky.
Existuje neˇkolik na´stroj˚u ktere´ lze k tomuto u´cˇelu pouzˇ´ıt. FASTX-Toolkit obsahuje
prˇ´ıkaz fastx_collapse slouzˇ´ıc´ı pro odstraneˇn´ı duplikac´ı. Ten se vsˇak uka´zal by´t velmi
pomaly´ pro pouzˇ´ıt´ı na lidsky´ genom. Dalˇs´ı alternativou je na´stroj rmdup od SAMTools,
ktery´ na teˇchto datech nefungoval. Dokumentace obsahovala informaci o tom, zˇe v
neˇktery´ch prˇ´ıpadech na´stroj nemus´ı pracovat dobrˇe a odka´zali uzˇivatele na knihovnu
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na´stroj˚u Picard. Picard je knihovna prˇedkompilovany´ch .jar funkc´ı. Bohuzˇel ani jejich
na´stroj MarkDuplicates.jar nefungoval podle ocˇeka´va´n´ı. Odstranˇoval prˇiblizˇneˇ polov-
inu vsˇech read˚u nehledeˇ na typ dat. Tak velky´ pocˇet dat neodpov´ıda´ grafu na obr. 18
a prˇiˇsli bychom o velky´ pocˇet dat. Jednou mozˇnost´ı jak si tento jev vysveˇtlit je to,
zˇe oproti prˇedchoz´ım na´stroj˚um na vstup MakeDuplicates.jar prˇicha´z´ı ’.bam’ soubor,
tedy jizˇ namapovane´ ready. Dokumentace k programu prova´deˇj´ıc´ımu namapova´va´n´ı
(TopHat) uda´va´, zˇe pokud je v´ıce read˚u mozˇne´ namapovat na v´ıce mı´st, vyb´ıra´ mı´sto
na´hodneˇ. Tento efekt sp´ıˇse naznacˇuje, zˇe vsˇechny ready jsou namapova´ny na prvn´ı
pozici na kterou program naraz´ı.T´ımto zp˚usobem mu˚zˇe docha´zet k tomu, zˇe na urcˇitou
genomickou pozici (ktera´ je dostatecˇneˇ neunika´tn´ı, cozˇ repetitivn´ı oblasti jsou) se nama-
puje prˇeva´zˇna´ veˇtsˇina read˚u, ktere´ jsou pote´ vyhodnoceny jako duplikace a program
Picard je odstran´ı.
U´rovenˇ duplikace u pouzˇity´ch dat se pohybovala kolem 20%. Proto byl tento krok
kv˚uli vy´sˇe zmı´neˇny´m komplikac´ım prˇeskocˇen.
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7 Namapova´n´ı read˚u
7.1 Prˇehled metod pro namapova´n´ı read˚u
Namapovat ready znamena´ nale´zt v genomu p˚uvodn´ı pozici, ze ktere´ byl read odvozen.
Existuj´ı dva hlavn´ı prˇ´ıstupy. Prvn´ı prˇ´ıstup prˇi namapova´n´ı read˚u nepovoluje velke´ mez-
ery (angl. unsplice read aligners) a pouzˇ´ıva´ se naprˇ´ıklad u genomicky´ch dat. Mezi
nejpouzˇ´ıvaneˇjˇs´ı programy tohoto typu patrˇ´ı velmi zna´me´ BWA, Bowtie (vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı
Burrowsovu wheelerovu transformaci) a Shrimp (funguj´ıc´ı na principu Hash tabulek).
Druhy´ prˇ´ıstup, navrzˇeny´ pro analy´zu transkriptomu, velke´ mezery povoluje (angl. spliced
aligners). Mezi hlavn´ı dveˇ metody realizuj´ıc´ı tento prˇ´ıstup patrˇ´ı exon first (exon prvn´ı)
a seed and extend (zasej a prodluzˇ). Pravdeˇpodobneˇ nejobl´ıbeneˇjˇs´ı na´stroj pouzˇ´ıvany´
pro namapova´n´ı dat z RNA-seq je TopHat. Metoda exon first se skla´da´ ze dvou krok˚u.
Jak jej´ı na´zev napov´ıda´, nejdrˇ´ıve se namapuj´ı ready, ktere´ jde namapovat bez prˇerusˇen´ı
v celku. V druhe´m kroku se nenamapovane´ redy rozdeˇl´ı na mensˇ´ı fragmenty, ktere´
jsou namapova´ny zvla´sˇt’. Na´sledneˇ se genomicka´ sekvence kolem namapovany´ch frag-
ment˚u read˚u prohleda´ o mozˇna´ spojen´ı exon˚u (angl. splice connection). Rozdeˇlene´ ready
umozˇnˇuj´ı jednodusˇsˇ´ı identifikaci mezer mezi exony (angl. splice junctions). Algoritmus
seed and extend naprˇ´ıklad pouzˇ´ıvaj´ı programy GSNAP a QPALMA. [55]
V porovna´n´ı se seed-extend metodou je exon first rychlejˇs´ı a me´neˇ vy´pocˇetneˇ
na´rocˇneˇjˇs´ı, zejme´na pokud se v prvn´ım kroku namapuje pouze mala´ cˇa´st read˚u (druhy´
krok je v´ıce vy´pocˇetneˇ na´rocˇneˇjˇs´ı). V te´to pra´ci jsou ready namapova´ny pomoc´ı pro-
gramu TopHat, ktery´ k prvn´ımu ’prˇedmapova´n´ı’ vyuzˇ´ıva´ na´stroj Bowtie, a azˇ potom
identifikuje mozˇna´ spojen´ı. Namapova´n´ı read˚u na referencˇn´ı sekvenci je vy´pocˇetneˇ ne-
jna´rocˇneˇjˇs´ı cˇa´st diplomove´ pra´ce.
7.2 Burrowsova Wheelerova transformace (BWT)
Program Bowtie nevyhleda´va´ ready prˇ´ımo v genomu, ale vytvorˇ´ı si indexovanou verzi ge-
nomicke´ sekvence pomoc´ı Burrowsovy wheelerovy transformace (BWT). Metoda BWT
data transformuje (tzn. nedocha´z´ı ke ztra´teˇ informace) do struktury, ktera´ je mno-
hem vhodneˇjˇs´ı pro kompresi. Samotna´ komprese pote´ mu˚zˇe by´t realizova´na naprˇ´ıklad
jednoduchy´m RLE (Run Length Encoding), nebo MTF (Move To Front) algoritmem.
Transformace pomoc´ı BWT je vratny´ proces.
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1 ema_ma_maso
2 ma_ma_masoe
3 a_ma_masoem
4 _ma_masoema
5 ma_masoema_
6 a_masoema_m
7 _masoema_ma
8 masoema_ma_
9 asoema_ma_m
10 soema_ma_ma
11 oema_ma_mas
1 _ma_masoema
2 _masoema_ma
3 a_ma_masoem
4 a_masoema_m
5 asoema_ma_m
6 ema_ma_maso
7 ma_ma_masoe
8 ma_masoema_
9 masoema_ma_
10 oema_ma_mas
11 soema_ma_ma
Tabulka 2: BWA transformace. Tabulka vlevo obsahuje rˇeteˇzce s posunuty´m zacˇa´tkem,
v tabulce vpravo jsou rˇa´dky usporˇa´da´ny podle abecedy a jsou u nich zvy´razneˇny prvn´ı
a posledn´ı sloupce.
Jako prˇ´ıklad poslouzˇ´ı rˇeteˇzec ’ema ma maso’. U´cˇinnost BWA vsˇak roste s de´lkou vs-
tupn´ıho rˇeteˇzce, tud´ızˇ u takto kra´tke´ veˇty neocˇeka´va´me vy´razne´ zlepsˇen´ı. Nejdrˇ´ıve si
vytvorˇ´ıme N opakuj´ıc´ıch se rˇeteˇzc˚u (kde N je za´rovenˇ de´lka rˇeteˇzce), ktere´ jsou po-
sunuty zp˚usobem uvedeny´m v seznamu vlevo (viz levy´ sloupec tabulka 2). Na´sledneˇ
jsou rˇeteˇzce lexikograficky setrˇ´ıdeˇny. Vy´stupem BWA je rˇeteˇzec slozˇeny´ z posledn´ıch
p´ısmen (zeleneˇ v tabulce 2) a z indexu rˇa´dku s p˚uvodn´ımi daty, tedy ’aammmoe sa6’.
Seskupen´ı stejny´ch znak˚u u sebe je d˚uvodem u´cˇinne´ komprese.
Pro dekompresi je nutne´ sestavit transformacˇn´ı vektor. To jest vektor cˇ´ısel o de´lce
N, ktery´ urcˇuje posloupnost p´ısmen v p˚uvodn´ım rˇeteˇzci. Na´sˇ transformacˇn´ı vektor je ’
8 9 1 2 11 7 3 4 5 6 10’. Zna´me index rˇa´dku prvn´ıho p´ısmena, tedy 6. V tabulce na 6.
rˇa´dku je p´ısmeno ’e’ (cˇerveneˇ v tabulce 2), ktere´ je prvn´ım znakem hledane´ho rˇeteˇzce.
Na sˇeste´ pozici v transformacˇn´ım vektoru je cˇ´ıslo 7, odpov´ıdaj´ıc´ı p´ısmenu ’m’ (cˇerveneˇ).
Deko´dovali jsme tedy prvn´ı dva znaky rˇeteˇzce ’em’. Da´le na sedme´ pozici ve vektoru
je cˇ´ıslo 3, tedy na´m prˇibude p´ısmeno ’a’ v tabulce. T´ımto zp˚usobem se deko´duje cela´
zpra´va ’ema ma maso’.
Transformacˇn´ı vektor lze vytvorˇit podle jednoduche´ho pravidla. Zacˇ´ına´me na prvn´ım
rˇa´dku v prave´m sloupci v tabulce 2 a hleda´me prvn´ı vy´skyt symbolu prvn´ıho cˇervene´ho
sloupce (tedy ’ ’) v posledn´ım zelene´m sloupci. Symbol ’ ’ se nacha´z´ı na osme´m rˇa´dku.
Do transformacˇn´ıho vektoru proto nap´ıˇsi jako prvn´ı cˇ´ıslo 8. Pokracˇuji druhy´m rˇa´dkem,
kde se opeˇt nacha´z´ı symbol ’ ’. Najdu ho v posledn´ım sloupci na deva´te´ pozici. Nap´ıˇsi
proto do transformacˇn´ıho vektoru dalˇs´ı cˇ´ıslo 9. T´ımto zp˚usobem pokracˇuji pro cely´
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vektor. Symboly jsou v tabulce usporˇa´da´ny podle abecedy, proto vzˇdy plat´ı pravidlo
prvn´ıho vy´skytu.
7.3 Stategie pro multi-ready
Program se prˇi namapova´n´ı cˇasto dostane do situace, kdy najde v´ıce vhodny´ch ge-
nomicky´ch pozic pro jeden read. Tyto ready nazy´va´me multi-ready. Vy´beˇr vhodne´
strategie pro pra´ci s multi-ready patrˇ´ı mezi nejveˇtsˇ´ı vy´zvy sekvenace, prˇedevsˇ´ım sekve-
nace repetitivn´ıch oblast´ı, ktere´ jsou dost nejednoznacˇne´ z hlediska namapova´n´ı read˚u.
Existuj´ı trˇi mozˇnosti jak s takovy´mi ready nalozˇit [34]. Prvn´ı mozˇnost´ı je, zˇe tyto ready z
analy´zy u´plneˇ vyrˇad´ıme. Druhou mozˇnost´ı je vybrat pouze jednu pozici pro namapova´n´ı
s nejme´neˇ neshodami (angl. mismatches). Pokud je v´ıce stejneˇ vhodny´ch pozic, mu˚zˇe
program vybrat jednu na´hodneˇ, nebo nahla´sit vsˇechny stejneˇ vhodne´. Trˇet´ı mozˇnost´ı je
nechat program nahla´sit maxima´ln´ı pocˇet pozic d, nehledeˇ na celkovy´ pocˇet nalezeny´ch
pozic. Dalˇs´ı variantou te´to trˇet´ı mozˇnost´ı je ignorovat ready, ktere´ se namapuj´ı v´ıce
jak d kra´t. Paired-end knihovna do jiste´ mı´ry rˇesˇ´ı proble´m s multi-ready, jelikozˇ se oba
konce fragmentu DNA, ze ktere´ ready pocha´zej´ı, nacha´zej´ı ve zna´me´ vzda´lenosti. Infor-
mace o tom, jak daleko by se ready od sebe meˇly nacha´zet je pote´ vyuzˇita pro vy´beˇr
spra´vne´ho namapova´n´ı.
Pokud se rozhodneme multi-ready ignorovat a odstranit je, omez´ıme analy´zu pouze
na unika´tn´ı oblasti v genomu. Protozˇe se pra´ce veˇnuje repetitivn´ım oblastem u ktery´ch
se prˇedpokla´da´ zˇe budou zdrojem mnoha multi-read˚u, nen´ı tato strategie vhodna´. Ak-
tivita (exprese) transposon˚u bude meˇrˇena podle pocˇtu read˚u namapovany´ch na ele-
ment. Proto ani povolen´ı namapova´n´ı readu na v´ıce pozic by nebylo vhodne´, nebot’ by
do meˇrˇen´ı aktivity zana´sˇelo chyby. Z toho d˚uvodu byla zvolena mozˇnost, kdy je pro
kazˇdy´ read vstupuj´ıc´ı do analy´zy nahla´sˇena pouze jedna nejvhodneˇjˇs´ı pozice. TopHat
pro to pouzˇ´ıva´ volbu -g/--max-multihits <int> [35], ktera´ ho instruuje povolit jen zv-
oleny´ maxima´ln´ı pocˇet zarovna´n´ı pro jeden read. Tento parametr je tedy nastaven na
-g -1. Pokud TopHat naraz´ı na v´ıce stejneˇ dobry´ch pozic, vybere jednu na´hodneˇ. Vı´ce
v dokumentaci TopHat [46].
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7.4 SAM forma´t
Soubory s prˇ´ıponou ’.sam’ jsou produktem veˇtsˇiny na´stroj˚u pro namapova´n´ı read˚u
(TopHat, SpliceMap, BWA, Bowtie, atd.) a take´ jsou obecneˇ prˇij´ımany´m vstupem
pro na´slednou analy´zu exprese (Cuﬄinks). SAM forma´t byl vyvinut z d˚uvodu sd´ılen´ı
dat naprˇ´ıcˇ laboratorˇemi a pro ukla´da´n´ı velke´ho objemu sekvenacˇn´ıch dat, pro ktere´
bylo nutne´ vytvorˇit standardizovany´ forma´t. T´ım se stal textovy´, tabula´torem odd-
eˇleny´ SAM forma´t (z angl. Sequence Alignment Map format), respektive jeho bina´rneˇ
komprimovana´ verze BAM (z angl. Binary Alignment Map format). Specifikace SAM
forma´tu najdete v referenci [45]. Existuje take´ mnoho volneˇ dostupny´ch na´stroj˚u pro
pra´ci s teˇmito soubory. Nejpopula´rneˇjˇs´ımi jsou pravdeˇpodobneˇ SAMTools [33]a Picard
tools [43].
SAM soubor se skla´da´ z hlavicˇky, ktera´ nen´ı povinna´, a samotne´ho namapova´n´ı.
Pokud je hlavicˇka prˇ´ıtomna, nacha´z´ı se zpravidla prˇed zarovna´n´ım. Kazˇdy´ rˇa´dek hlav-
icˇky zacˇ´ına´ znakem ’@’ a dodrzˇuje forma´t ’znacˇka: hodnota’ , kde ’znacˇka’ je dvouz-
nakovy´ rˇeteˇzec definuj´ıc´ı obsah a forma´t informace nacha´zej´ıc´ı se na rˇa´dku. Kazˇdy´ rˇa´dek
hlavicˇky tedy mus´ı zacˇ´ınat jedn´ım z na´sleduj´ıc´ıch ko´d˚u: @HD (z angl. header), @SQ
(z angl. sequence, mysˇleno referencˇn´ı sekvence), @RG (z angl. read group), @PG (pro-
gram), @CO (comment). Kromeˇ znacˇky @CO jsou rˇa´dky hlavicˇky rozdeˇleny tabula´-
torem (angl. tab-delimited). V uka´zce na obr. 19 jsou prˇ´ıtomny pouze znacˇky @HD
a @SQ. Informace na kazˇde´m rˇa´dku hlavicˇky dodrzˇuj´ı specificke´ usporˇa´da´n´ı, jehozˇ
popis by byl nad rozsah te´to pra´ce, a proto je zde rozebra´n pouze forma´t hlavicˇky
uka´zkove´ho souboru na obr. 19. Za znacˇkou @HD na´sleduje informace o verzi SAM
forma´tu (’VN:1.3’, aktua´ln´ı verze je 1.4 ze 7.za´rˇ´ı 2011) a o zp˚usobu serˇazen´ı (’SO: coor-
dinate’, ready jsou serˇazene´ podle jejich sourˇadnic). Za @SQ je uvedene´ jme´no referencˇn´ı
sekvence (’SN:ref’) a jej´ı de´lka (’LN:45’). Pokud se pocˇ´ıtalo s v´ıce referencemi, naprˇ.
pro kazˇdy´ chromozom zvla´sˇt’, mus´ı mı´t kazˇdy´ @SQ rˇa´dek unika´tn´ı SN oznacˇen´ı.
Za hlavicˇkou na´sleduje cˇa´st samotne´ho namapova´n´ı read˚u na referencˇn´ı sekvenci.
Zde se kazˇdy´ rˇa´dek vztahuje k namapova´n´ı jednoho readu a obsahuje vsˇechny informace,
ktere´ byly nasb´ıra´ny sekvenacˇn´ım prˇ´ıstrojem. Tyto informace jsou rozdeˇleny do 11-ti
povinny´ch sloupc˚u, u ktery´ch je vzˇdy dodrzˇova´no porˇad´ı. Pokud je neˇktera´ z jedena´cti
informac´ı nedostupna´, mus´ı by´t v souboru nahrazena ’0’ nebo ’*’ (podle typu). Rˇa´dky
zacˇ´ınaj´ı na´zvem konkre´tn´ıho readu, QNAME (z angl. query name). Pokud maj´ı ready
stejne´ QNAME, patrˇ´ı do stejne´ho pa´ru read˚u (mate-paired/paired-end).
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Obra´zek 19: Uka´zka cˇa´sti jednoduche´ho SAM souboru. Prˇevzato z [45].
Sl. ID Typ Rozsah/Regexp Kra´tky´ popis
1 QNAME String [!-?A-˜]{1.255} Jme´ho dotazovane´ho readu
2 FLAG Int [0,216-1] Bina´rneˇ zako´dovana´ vlajka
3 RNAME String \*|[!-()+-<>˜][!-˜]* Na´zev referencˇn´ı sekvence
4 POS Int [0,229-1] Pocˇa´tecˇn´ı (leva´) pozice readu
5 MAPQ Int [0,28-1] Kvalita namapova´n´ı
6 CIGAR String \*|([0-9]+MIDNSHPX=)])+ CIGAR znacˇka
7 RNEXT String \*|[!-()+-<>˜][!-˜]* Jme´no dalˇs´ıho/mate readu
8 PNEXT Int [0,229-1] Pozice dalˇs´ıho/mate readu
9 TLEN Int [-229+1,229-1] Vypozorovana´ de´lka reference
10 SEQ String \*|[A-Za-z=.]+ sekvence readu
11 QUAL String [!-˜]+ ASCII ko´d Phred kvality + 33
Tabulka 3: Typy informac´ı o namapova´n´ı readu, odpov´ıdaj´ıc´ı jednotlivy´m sloupc˚um v
SAM forma´tu. Upraveno podle [45]
Na´sleduje vlajka FLAG, ve ktere´ jsou bina´rneˇ zako´dovane´ r˚uzne´ doplnˇuj´ıc´ı in-
formace: ma´-li naprˇ´ıklad read v´ıce segment˚u (paired-end/mate paire), jestli je spra´vneˇ
namapova´n, nebo nen´ı nenamapova´n, zda-li jde o prima´rn´ı nebo sekunda´rn´ı namapova´n´ı,
jestli prosˇel, nebo neprosˇel kontrolou kvality a v neposledn´ı rˇadeˇ jestli se jedna´ o dup-
likaci vzniklou prˇi PCR reakci. Vy´pis vsˇech je uveden v tabulce 3. Zkontrolovat vy´znam
vlajky je mozˇne´ interaktivneˇ prostrˇednictv´ım k tomu urcˇene´ aplikace na oficia´ln´ıch
stra´nka´ch Picard [44]. Pro prvn´ı a posledn´ı read v uka´zce SAM souboru na obr. 19
zjist´ıme informaci zako´dovanou ve vlajce na´sleduj´ıc´ım zp˚usobem. Vlajku 163 mu˚zˇeme
rozlozˇit jako 1+2+32+128, kdy 1 znamena´ zˇe read pocha´z´ı z pa´ru (paired-read/mate-
pair), 2 zˇe oba ready z pa´ru jsou spra´vneˇ namapovane´, 32 zˇe druhy´ read z pa´ru je
namapova´n na obra´cene´m ’-’ rˇeteˇzci a 128 znamena´ zˇe read je druhy´m readem z pa´ru
(viz tabulka 4). S t´ımto readem (s vlajkou 163) tvorˇ´ı pa´r read s vlajkou 83 o cˇemzˇ
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Bitoveˇ Decima´lneˇ Popis
0x1 1 read pocha´z´ı z pa´ru
0x2 2 read je v pa´ru spra´vneˇ namapova´n
0x4 4 read je nenamapova´n
0x8 8 druhy´ z pa´ru/mate je nenamapova´n
0x10 16 read je namapova´n na ’-’ rˇeteˇzci
0x20 32 druhy´ z pa´ru/mate je namapova´n na ’-’ˇreteˇzci
0x40 64 read je prvn´ım z pa´ru
0x 80 128 read je druhy´ z pa´ru
0x100 256 namapova´n´ı nen´ı prima´rn´ı
0x200 512 neprosˇel kontrolou kvality
0x400 1024 read je PCR nebo opticka´ kopie
Tabulka 4: Vy´znam jednotlivy´ch bit˚u u vlajky FLAG v SAM forma´tu.
napov´ıda´ i stejne´ jme´no ’r001’.Cˇ´ıslo 83 mu˚zˇeme rozepsat jako 1+2+16+64, kde 16
znacˇ´ı, zˇe jde o read namapovany´ na obra´ceny´ ’-’ rˇeteˇzec a 64, zˇe jde o prvn´ı read z
pa´ru.
Za FLAG vlajkou na´sleduje pole se jme´nem referencˇn´ı sekvence RNAME, ktere´
pokud je uvedeno (nen´ı mı´sto neˇj ’*’), mus´ı by´t stejne´ jako neˇktere´ ze jmen uvedene´
v @SQ cˇa´sti hlavicˇky. Nenamapovany´ read ma´ na tomto poli ’*’. Na´sleduje pole POS,
ktere´ informuje o pozici prvn´ı namapovane´ ba´ze, mysˇleno zleva a indexova´no od cˇ´ısla 1.
Pro nenamapovane´ ready toto pole obsahuje ’0’. Kvalita namapova´n´ı MAPQ, uvedena´
v pa´te´m sloupecˇku je rovna Phred sko´re. Hodnota 255 rˇ´ıka´ zˇe MAPQ nen´ı dostupne´.
V sˇeste´m sloupecˇku se nacha´z´ı CIGAR znacˇka. Tento rˇeteˇzec znak˚u v sobeˇ ko´duje in-
formaci o inzerc´ıch/delec´ıch namapovane´ho readu oproti referenci a take´ o ba´z´ıch, ktere´
se namapovaly spra´vneˇ a ktere´ sˇpatneˇ (match/mismatch). Naprˇ´ıklad takto namapovany´
read
Pozice reference: 12345678901234 5678901234567890123456789012345
Reference: AGCATGTTAGATAA**GATAGCTGTGCTAGTAGGCAGTCAGCGCCAT
Read: TTAGATAAAGGATA*CTG
koresponduje s 8M2I4M1D3M CIGAR znacˇkou, ktera´ znacˇ´ı, zˇe prvn´ıch osm ba´z´ı je
namapova´no na referenci, dalˇs´ı dveˇ ba´ze na referenci neexistuj´ı, cˇtyrˇi ba´ze se opeˇt
namapovaly, jedna ba´ze neexistuje na readu a nakonci jsou 3 spra´vneˇ namapovane´
ba´ze.
Dalˇs´ı sloupecˇek RNEXT uda´va´ jme´no referencˇn´ı sekvence, ke ktere´ se dalˇs´ı paired-
end/mate-pair read namapoval. Znak ’=’ znamena´, zˇe jme´no je stejne´ jako RNAME
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a znak ’*’ je uveden pokud tato informace nen´ı dostupna´. Osmy´ sloupecˇek PNEXT
informuje o pozici dalˇs´ıho paired-end/mate-pair readu. Hodnota je nastavena na ’0’
pokud je informace nedostupna´. Deva´ty´ sloupecˇek TLEN je tzv. vypozorovana´ de´lka
reference. TLEN znacˇ´ı de´lku, kterou pokry´va´ dana´ skupina read˚u (paired-end/mate-
pair) pocˇ´ıtana´ od prvn´ı ba´ze readu namapovane´ho nejv´ıce vlevo k ba´zi posledn´ıho readu
namapovane´ho nejv´ıce vpravo. Pokud je cˇ´ıslo kladne´, jde o read umı´steˇny´ nejv´ıce vlevo
na referenci. V prˇ´ıpadeˇ za´porne´ho cˇ´ısla jde o read umı´steˇny´ nejv´ıce vpravo. Pokud read
nepocha´z´ı z pa´ru, nebo je informace nedostupna´, je tato hodnota opeˇt nastavena na ’0’.
7.5 Nastaven´ı a implementace TopHat
Program TopHat je jedn´ım z nejpouzˇ´ıvaneˇjˇs´ıch na´stroj˚u pro namapova´n´ı RNA-seq NGS
dat a identifikaci mezer mezi exony (angl. splice junctions). Umozˇnˇuje nastavit celou
rˇadu parametr˚u, jejich kompletn´ı vy´cˇet je k nalezen´ı v dokumentaci [46]. Protozˇe se
TopHat sta´le vyv´ıj´ı a lad´ı, prˇiblizˇneˇ kazˇde´ 3 meˇs´ıce vycha´z´ı nova´ verze programu.
Hlavn´ım vy´stupem z programu je BAM soubor, bina´rneˇ zako´dovana´ verze SAM souboru
(viz kapitola 7.4), ktera´ obsahuje namapovane´ ready. TopHat vrac´ı nenamapovane´ ready
zvla´sˇt’ v dalˇs´ım souboru. Tyto dva BAM soubory doplnˇuje jesˇteˇ neˇkolik dalˇs´ıch BED
soubor˚u (naprˇ. se sourˇadnicemi exonovy´ch mezer, atd.), ktere´ vsˇak pro tuto pra´ci nej-
sou podstatne´. Pro pra´ci byl pouzˇit TopHat verze 2.0.8 vyuzˇ´ıvaj´ıc´ı programu Bowtie2,
verzi 2.1.0. Bowtie2 obsluhuje prvn´ı cˇa´st namapova´n´ı read˚u, nezˇ dojde k jejich rozdeˇlen´ı
na cˇa´sti (viz kapitola 7.1 Prˇehled metod pro namapova´n´ı read˚u). Vola´n´ı TopHatu je
na´sleduj´ıc´ı:
TopHat [options]* <index_base> <reads1_1[,...,readsN_1]>
[reads1_2,...readsN_2] ,
kde [options]* jsou volitelne´ nastaven´ı, <index_base> je tzv. ’basename’ (na´zev bez
prˇ´ıpon) indexovane´ho referencˇn´ıho genomu pro Bowite2. Na konci prˇ´ıkazu jsou zada´ny
’.fastq’ soubory s daty. Pokud jde o pired-end ready, mus´ı by´t vstupn´ı data zakoncˇena
*_1 a *_2. Prˇi pouzˇit´ı v´ıce dataset˚u (naprˇ´ıklad typu zdravy´/nemocny´) mus´ı by´t tyto
datasety oddeˇleny cˇa´rkou. Indexovany´ referencˇn´ı genom hg19 byl stazˇen spolu s anotac´ı
na stra´nka´ch UCSC [47]Da´le je dostupny´ take´ na stra´nka´ch Bowtie2 [48].
Pro pra´ci bylo pouzˇito na´sleduj´ıc´ı nastaven´ı programu (prvn´ı pro single-end, druhy´
pro paired-end).
52
7.5 Nastaven´ı a implementace TopHat 7 NAMAPOVA´NI´ READU˚
Obra´zek 20: Uka´zka rozdeˇlen´ı namapovany´ch read˚u. Pro ostatn´ı datasety jsou tyto
rozdeˇlen´ı uvedena v prˇ´ıloze.
TopHat -p 4 --max-multihits 1 --no-coverage-search -G rmsk.gtf genome
single.fastq
TopHat -p 4 --max-multihits 1 --no-coverage-search -G rmsk.gtf genome
paired_1.fastq paired_2.fastq
Prvn´ı parametr -p/--num-threads <int> nastavuje paraleln´ı zpracova´n´ı ve 4 vla´knech.
Druhy´ parametr -g/--max-multihits <int> nastavuje maxima´ln´ı pocˇet namapova´n´ı
pro jeden read. Standardneˇ je tento parametr nastaven na hodnotu 20. Pro u´cˇely diplo-
move´ pra´ce byl parametr nastaven na hodnotu 1, aby bylo po namapova´n´ı mozˇne´
z pocˇtu namapovany´ch read˚u pocˇ´ıtat mı´ru exprese pro transposony. Parametr--no-
coverage-search vyp´ına´ hleda´n´ı mezer mezi exony, ktere´ je zalozˇene´ na hustoteˇ pokryt´ı
ready. Toto hleda´n´ı je cˇasoveˇ na´rocˇne´ a pro nasˇe u´cˇely redundantn´ı. Cˇtvrty´ parametr
-G/--GTF <GTF/GFF3 file> poskytuje TopHatu soubor s anotac´ı, ve forma´tu GTF 2.2
, nebo GFF3. Pokud byla anotace poskytnuta, bude se TopHat prˇednostneˇ snazˇit
namapovat ready na sourˇadnice definovane´ v anotaci. Na´sleduje basename indexu ref-
erencˇn´ıho genomu genome. Nakonci prˇ´ıkazu jsou uvedeny vstupn´ı FASTQ soubory.
Pr˚umeˇrneˇ se programu TopHat podarˇilo namapovat 84% read˚u. Veˇtsˇina nenamapo-
vany´ch read˚u byla pravdeˇpodobneˇ vyrˇazena prˇi dodatecˇne´ kontrole kvality, kterou
prova´d´ı TopHat. Prˇiblizˇneˇ 43% z namapovany´ch paired-end read˚u bylo spra´vneˇ spa´rova´no
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(tedy oznacˇeno jako angl. properly-paired, cozˇ odpov´ıda´ vlajce 0x2 ve FLAG vlajce )
a 13% paired-end read˚u bylo namapova´no jako singleton, tedy byl namapova´n pouze
jeden read z pa´ru. Ze zbyly´ch read˚u sice byly namapova´ny oba z pa´ru, ale ne spra´vneˇ
podle nastaveny´ch parametr˚u. Tyto ready se mohly namapovat mimo ocˇeka´vany´ rozsah,
nebo take´ mohlo doj´ıt k namapova´n´ı pa´rove´ho readu na jiny´ chromozom. Informace
o statisticke´m rozdeˇlen´ı read˚u byly z´ıska´ny z BAM soubor˚u pouzˇit´ım na´stroje flag-
stat od SamTools a vlastn´ımi awk skripty. V prˇ´ıloze je k nalezen´ı celkova´ statistika
namapovany´ch read˚u, uka´zka pro data SRR057639 je na obr. 20.
54
8 ANALY´ZA AKTIVITY TRANSPOSONU˚
8 Analy´za aktivity transposon˚u
Zat´ımco analy´za exprese gen˚u je oblast´ı, pro kterou existuje rˇada sofistikovany´ch na´stroj˚u,
analy´za aktivity transposon˚u se dostala do poprˇed´ı azˇ v posledn´ıch letech a existuje
ma´lo specializovany´ch na´stroj˚u k tomuto urcˇeny´ch. Z tohoto d˚uvodu bylo trˇeba vytvorˇit
vlastn´ı postup. Na druhou stranu, odhad exprese gen˚u vyzˇaduje (oproti odhadu exp-
rese transposon˚u) slozˇiteˇjˇs´ı postup, u ktere´ho mus´ıme bra´t v u´vahu produkci r˚uzny´ch
isoforem jednoho genu. Isoformy vznikaj´ı d´ıky alternativn´ımu strˇ´ıha´n´ı mRNA tran-
skriptu. To do znacˇne´ mı´ry komplikuje proces vy´pocˇtu aktivity transkriptu, protozˇe
read namapovany´ na sd´ıleny´ exon mu˚zˇe pocha´zet z v´ıce isoforem. Cuﬄinks je nejpouzˇ´ı-
vaneˇjˇs´ım na´strojem, ktery´ odhaduje mı´ru exprese transkriptu statisticky´m zpracova´n´ım
[57, 58]. Transposony alternativn´ımu splicingu nepodle´haj´ı, a proto nen´ı takove´to zpra-
cova´n´ı potrˇeba.
Za´kladem vy´pocˇtu pro odhad exprese transposon˚u je pocˇet read˚u, ktere´ se na trans-
posony namapovaly. Pokud by se ale TE elementy v genomu navza´jem prˇekry´valy,
mohly by se neˇktere´ namapovane´ ready pocˇ´ıtat v´ıcekra´t a do analy´zy by bylo zana´sˇeno
zkreslen´ı. Z tohoto d˚uvodu byla pouzˇita´ anotace repetitivn´ıch sekvenc´ı z programu
RepeatMasker [49] testova´na na pomeˇr prˇekry´vaj´ıc´ıch se element˚u. Pokud bychom z
anotace vybraly pouze transposony (tedy vsˇechny elementy zarˇazene´ do jedne´ z trˇ´ıd
LINE, SINE, DNA, LTR), ktere´ v soucˇtu pokry´vaj´ı 1 398 596 178 bp, z cˇehozˇ 1 342 971
bp je prˇekry´vaj´ıc´ıch se s jiny´mi elementy, tedy prˇiblizˇneˇ 0.096%. Prˇ´ıtomnost prˇekry´-
vaj´ıc´ıch se transposon˚u mu˚zˇe by´t zanedba´na, protozˇe nezana´sˇ´ı do analy´zy vy´raznou
chybu.
K vy´pocˇt˚um prova´deˇny´m v te´to cˇa´sti pra´ce byly pouzˇity na´stroje BedTools [50],
SamTools [51] a unixovy´ programovac´ı jazyk awk. Typy read˚u (single-end a paired-end)
si vyzˇadovaly odliˇsny´ prˇ´ıstup k na´sleduj´ıc´ı analy´ze aktivity transposon˚u. Mı´ra exprese
byla pocˇ´ıta´na jak pro jednotlive´ rodiny (viz prˇ´ıloha C), tak pro cele´ trˇ´ıdy transposon˚u.
8.1 Normalizace RPKM a FPKM
Celkovy´ pocˇet read˚u v RNA-seq knihovneˇ pocha´zej´ıc´ıch z jednoho transkriptu je prˇ´ımo
u´meˇrny´ mnozˇstv´ı transkriptu prˇ´ıtomne´ho ve vzorku. Pokud ale potrˇebujeme porovna´vat
u´rovenˇ exprese transkriptu mezi dveˇma vzorky, nebo u´rovenˇ exprese dvou transkript˚u
u jednoho vzorku, je nutne´ prove´st normalizaci dat. Normalizace je prova´deˇna dveˇma
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zp˚usoby [37]. Prvn´ım zp˚usobem je normalizace na de´lku transkriptu. Pokud se na delˇs´ı
transkripty namapovalo v´ıce read˚u nezˇ na ty kra´tke´, neznamena´ to nutneˇ, zˇe u nich
pozorujeme vysˇsˇ´ı expresi. Meˇjme naprˇ´ıklad dva transkripty A a B, ktere´ jsou ve vzorku
stejneˇ hojneˇ zastoupeny, ale transkript B je dvakra´t tak delˇs´ı nezˇ transkript A. Vy´sledna´
knihovna bude obsahovat dvakra´t tolik read˚u pocha´zej´ıc´ıch z B jak z A. Druhy´m zp˚u-
sobem je normalizace na celkovy´ pocˇet read˚u. Prˇi porovna´n´ı exprese u dvou vzork˚u,
prˇicˇemzˇ jeden ma´ 25 milion˚u read˚u a druhy´ 50 milion˚u, je jasne´ zˇe, i prˇi rea´lneˇ stejne´
expresi transkriptu, bude u druhe´ho vzorku po namapova´n´ı exprese zvy´sˇena´, protozˇe
obsahuje 2x v´ıce vstupn´ıch dat.
Aby nedocha´zelo ke zkreslova´n´ı vy´sledk˚u, byla zavedena metrika nazvana´ RPKM
(angl. Reads Per Kilobase of Transcript Per Milon Mapped Reads), ktera´ normalizuje
data jak z hlediska de´lky transkript˚u, tak z hlediska velikosti knihovny read˚u. Pro
paired-end sekvenova´n´ı se pouzˇ´ıva´ podobna´ metrika FPKM (angl. Fragments Per Kilo-
base of Transcript Per Milon Mapped Reads). Tento prˇ´ıstup normalizace transkript˚u u
RNA-seq byl zaveden Mortazaviho skupinou [35].
RPKM se vypocˇ´ıta´ jako
RPKMi =
Ci ∗ 109
Li ∗N , (2)
kde Ci znacˇ´ı pocˇet read˚u namapovany´ch na transkript, Li pocˇet ba´z´ı transkriptu a
je celkovy´ pocˇet read˚u v experimentu. Za N by bylo mozˇne´ dosadit pocˇet read˚u vypro-
dukovany´ch sekvenacˇn´ım prˇ´ıstrojem, nebo i pocˇet read˚u prosˇly´ch kontrolou kvality. V
te´to pra´ci bylo za N dosazen pocˇet spra´vneˇ namapovany´ch read˚u TopHatem. Pokud by-
chom ale v jednom prˇ´ıpadeˇ pracovali s nekvalitn´ımi daty, ze ktery´ch po kontrole kvality
a namapova´n´ı z˚ustal jen zlomek, a vy´sledek srovna´vali s kvalitn´ımi daty, jejichzˇ pocˇet
se v pr˚ubeˇhu analy´zy tak razantneˇ nezmensˇuje, zana´sˇelo by to do vy´pocˇtu zkreslen´ı. Je
proto vhodne´ volit dosazen´ı za hodnotu N dle konkre´tn´ıho experimentu a v za´vislosti
na typu analyzovany´ch dat.
Vzorec pro vy´pocˇet FPKM z˚usta´va´ stejny´, pouze mı´sto read˚u dosazujeme vzˇdy
informace vztahuj´ıc´ı se k cele´mu DNA fragmentu, ze ktere´ho byly paired-end ready
odvozeny. Tedy Ci znacˇ´ı pocˇet fragment˚u namapovany´ch na transkript a Li de´lku frag-
ment˚u. Celkovy´ pocˇet fragment˚u je pro paired-end ready roven N/2.
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8.2 U´prava anotace
Anotace pouzˇita´ prˇi namapova´n´ı programem TopHat nevyhovovala vy´pocˇt˚um rozd´ılne´
exprese z namapovany´ch read˚u, protozˇe neobsahovala klasifikaci transposon˚u do trˇ´ıd
a do rodin. Z tohoto d˚uvodu byl soubor s anotac´ı upraven tak, aby klasifikace byla v
souboru zahrnuta. Pu˚vodn´ı anotace pocha´z´ı z databa´ze programu RepeatMasker, ktery´
vyhleda´va´ repetice a jine´ ma´lo komplexn´ı sekvence, viz [49]. Pouzˇity´ soubor ’rmsk.gtf’
byl stazˇeny´ z UCSC Table Browseru [47] a kromeˇ transposon˚u obsahuje i jine´ repetitivn´ı
sekvence lidske´ho genomu (pseudogeny, jednoduche´ repetice, satelity, aj.) Nepotrˇebne´
repetitivn´ı sekvence jsou z analy´zy vyrˇazeny. Stazˇena´ anotace je velka´ 545 MB a jej´ı
forma´t vypada´ na´sledovneˇ.
$ head -5 rmsk.gtf
chr1 hg19_rmsk exon 16777161 16777470 2147.000000 + . gene_id "AluSp"; transcript_id "AluSp";
chr1 hg19_rmsk exon 25165801 25166089 2626.000000 - . gene_id "AluY"; transcript_id "AluY";
chr1 hg19_rmsk exon 33553607 33554646 626.000000 + . gene_id "L2b"; transcript_id "L2b";
chr1 hg19_rmsk exon 50330064 50332153 12545.000000 + . gene_id "L1PA10"; transcript_id "L1PA10";
chr1 hg19_rmsk exon 58720068 58720973 8050.000000 - . gene_id "L1PA2"; transcript_id "L1PA2";
Tento soubor je ve forma´tu GTF a skla´da´ se z osmi sloupecˇk˚u definuj´ıc´ımi r˚uzne´
informace o elementu a jednoho sloupecˇku s atributy. Tyto sloupecˇky jsou serˇazene´
zp˚usobem <sekvence> <zdroj> <vlastnost> <zacˇa´tek> <konec> <sko´re> <vla´kno>
<cˇtec´ı ra´mec> [atributy] [komenta´rˇe] a jsou navza´jem oddeˇleny tabula´tory. Podrobna´
specifikace GTF forma´tu a jeho dalˇs´ıch verz´ı je k nalezen´ı na stra´nka´ch [52].
Jak je videˇt, anotace obsahuje rozdeˇlen´ı repetitivn´ıch sekvenc´ı podle jme´na, ale
chyb´ı rozdeˇlen´ı do trˇ´ıd a do rodin. Nova´ anotace byla vytvorˇena pomoc´ı awk skriptu a
z d˚uvodu sn´ızˇen´ı velikosti souboru byly nadbytecˇne´ sloupecˇky nahrazeny “.” Upravena´
anotace v u´sporne´ verzi vypada´ na´sledovneˇ.
$ head -5 rmskNEW
chr1 . exon 16777161 16777470 . + . AluSp;SINE;Alu
chr1 . exon 25165801 25166089 . - . AluY;SINE;Alu
chr1 . exon 33553607 33554646 . + . L2b;LINE;L2
chr1 . exon 50330064 50332153 . + . L1PA10;LINE;L1
chr1 . exon 58720068 58720973 . - . L1PA2;LINE;L1
Posledn´ı deva´ty´ sloupecˇek obsahuje informace pro klasifikaci elementu do skupin,
ktere´ jsou ve forma´tu < na´zev repetice>; <trˇ´ıda repetice>; <rodina repetice> . Za´znam
pro deva´ty´ sloupecˇek byl opeˇt stazˇeny´ z UCSC Table Browseru [47].
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8.3 Postup pro single-end knihovnu
K analy´ze aktivity TE u single-end knihovny byl nejdrˇ´ıve pouzˇit na´stroj coveragebed od
BedTools [50], ktery´ vypocˇ´ıta´ pokryt´ı namapovany´mi ready obsazˇeny´ch v BAM souboru
naprˇ´ıcˇ vsˇemi elementy definovany´mi v anotaci. K na´sledne´ klasifikaci do skupin a k
vy´pocˇtu RPKM byl vytvorˇen awk skript. K zapocˇ´ıta´n´ı readu stacˇ´ı aby se s elementem
v anotaci prˇekry´val na 1 bp. Situace je nast´ıneˇna v na´sleduj´ıc´ım prˇ´ıkladu:
Chromozom ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~
Anotace *************** *************** ****** **************
BAM ^^^^ ^^^^^ ^^ ^^^^^^^^ ^^^ ^^ ^^^^^^
^^^^^^^^^ ^^^^^^ ^^^^ ^^
Vy´sledek [ 3 prˇekryvy ] [ 1 prˇekryv ] [ 1prˇekryv ] [ 6 prˇekryvu˚ ]
Nevy´hodou tohoto na´stroje je, zˇe pro veˇtsˇ´ı soubory je prˇ´ıliˇs pomaly´. Na´stroj cov-
eragebed spocˇ´ıta´ pro kazˇdy´ element v anotaci 4 informace, ktere´ jsou prˇida´ny na konce
kazˇde´ho rˇa´dku anotace (posledn´ı cˇtyrˇi sloupecˇky, uka´zka da´le). V prvn´ım prˇidane´m
sloupecˇku se nacha´z´ı pocˇet prˇekryv˚u (’hloubky pokryt´ı’) pro dany´ element v anotaci,
ve druhe´m je pocˇet prˇekry´vaj´ıc´ıch se ba´z´ı (’ˇs´ıˇrka pokryt´ı’), ve trˇet´ım je de´lka elementu a
na posledn´ım mı´steˇ je pomeˇr prˇekry´vaj´ıc´ıch se ba´z´ı ku celkove´ de´lce elementu. Na´stroj
coveragebed byl vola´n na´sleduj´ıc´ım zp˚usobem
coverageBed -abam accepted_hits.bam -b rmsk.gtf > coverage,
kde -abam accepted_hits.bam je soubor s namapovany´mi ready a -b rmsk.gtf je
soubor s anotac´ı. Vy´sledek je ulozˇen do souboru ’coverage’, ktery´ vypada´ na´sledovneˇ.
$ head -5 coverage
chr1 . exon 25165801 25166089 . - . AluY;SINE;Alu 3 289 289 1.0000000
chr1 . exon 33553607 33554646 . + . L2b;LINE;L2 0 0 1040 0.0000000
chr1 . exon 50330064 50332153 . + . L1PA10;LINE;L1 0 0 2090 0.0000000
chr1 . exon 58720068 58720973 . - . L1PA2;LINE;L1 0 0 906 0.0000000
chr1 . exon 75496181 75498100 . + . L1MB7;LINE;L1 0 0 1920 0.0000000
V souboru jsou za kazˇdy´m definovany´m elementem anotace prˇida´ny 4 sloupecˇky,
z nichzˇ na´s zaj´ıma´ pouze prvn´ı (desa´ty´ sloupecˇek celkem) obsahuj´ıc´ı pocˇet namapo-
vany´ch read˚u. K tomuto souboru byla prˇida´na RPKM normalizace jako 14. sloupecˇek.
Nakonec byly vsˇechny elementy roztrˇ´ıdeˇny do skupin a pro kazˇdou skupinu byl vra´cen
pocˇet namapovany´ch read˚u, hodnota RPKM a pocˇet element˚u ve skupineˇ. Rozdeˇlen´ım
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do skupin byly ze souboru s anotac´ı vybra´ny pouze transposony, ostatn´ı repetitivn´ı
sekvence byly t´ımto z analy´zy vyrˇazeny. K pra´ci byl vytvorˇen kra´tky´ awk skript, ktery´
pocˇ´ıta´ RPKM, klasifikuje transposony do hlavn´ıch 5-ti skupin (Alu, MIR, LINE, DNA
a LTR) a pro tyto skupiny pocˇ´ıta´ pocˇet read˚u, ktere´ se na neˇ namapovaly a sumu
RPKM. Na´sleduje uka´zka.
awk ’BEGIN {
while (getline < "coverage")
{
#prˇida´m sloupecˇek s RPKM hodnotami
$14 = $10*1000000000/($12*7338751);
#rozdeˇlı´m 9-ty´ sloupecˇek podle ";"
split($9, ret, ";");
if (ret[3] == "Alu") {
#pro skupinu scˇı´ta´m pocˇet namapovany´ch readu˚
AluR +=$10;
#pecˇet elementu˚
AluC++;
# a hodnoty RPKM pro vsechny Alu
AluRPKM +=$14;
}
else if (ret[3] == "MIR") {MIRR +=$10; MIRC++; MIRRPKM +=$14;}
else if (ret[2] == "LINE") {LINER +=$10; LINEC++; LINERPKM +=$14;}
else if (ret[2] == "DNA") {DNAR +=$10; DNAC++; DNARPKM +=$14;}
else if (ret[2] == "LTR") {LTRR +=$10; LTRC++; LTRRPKM +=$14;}
}
celkem = AluR+MIRR+LINER+DNAR+LTRR;
8.4 Postup pro paired-end knihovnu
Vy´pocˇet pro paired-end ready je podobny´ prˇedchoz´ımu vy´pocˇtu u single-end s t´ım
rozd´ılem, zˇe nejprve mus´ıme vytvorˇit z paired-end read˚u u´seky p˚uvodn´ıch DNA frag-
ment˚u a azˇ pote´ lze pocˇ´ıtat pokryt´ı teˇchto fragment˚u namapovany´mi ready. Aby bylo
mozˇne´ prˇepocˇ´ıtat paired-end ready na fragmenty, je nutne´ z BAM souboru vybrat
pouze spra´vneˇ spa´rovane´ ready (angl. properly-paired). Konkre´tneˇ se jedna´ o ty prˇ´ı-
pady, u ktery´ch jsou oba ready z pa´ru namapovane´ a nav´ıc jsou namapovane´ ve spra´vne´
vzda´lenosti. Tyto ready jsou v BAM souboru oznacˇeny bitovou vlajkou 0x2, kterou
pouzˇijeme k jejich filtraci. Prˇed filtrac´ı je nutne´ serˇadit BAM soubor podle na´zv˚u read˚u
(tedy podle 1. sloupcˇeku BAM souboru), protozˇe programem TopHat je serˇazen podle
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Obra´zek 21: Sche´ma toku analyzovany´ch dat. (A) - pro single-end knihovnu, (B) - pro
paired-end knihovnu
sourˇadnic. Toto serˇazen´ı si vyzˇaduje na´stroj bamtobed. Serˇazen´ı provedeme na´strojem
sort od SamTools s volbou -n (znacˇ´ı angl. name, jme´no).
samtools sort -n accepted_hits.bam sorted_accepted_hits
Pote´ je provedena filtrace prˇ´ıkazem view od Samtools.
samtools view -bf 0x2 sorted_accepted_hits.bam
Na´sledneˇ vyuzˇijeme na´stroje bamtobed od BedTools [50]. Bamtobed s volbou -bedpe
umozˇnˇuje konverzi forma´tu z BAM na BEDPE.
bedtools bamtobed -bedpe -i sorted_accepted_hits.bam > bedpe
Forma´t BEDPE bude vy´hodny´ pro spojova´n´ı paired-end read˚u do fragment˚u. Ve
vytvorˇene´m souboru ’bedpe’ jsou na jednom rˇa´dku zapsa´ny oba ready z pa´ru na´sledu-
j´ıc´ım zp˚usobem.
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$ head -5 bedpe
chr16 15841444 15841467 chr16 15841505 15841528 SRR057639.31 50 + -
chr20 42177074 42177097 chr20 42177127 42177150 SRR057639.34 50 + -
chrX 148685682 148685705 chrX 148685716 148685739 SRR057639.45 50 + -
chr1 151221077 151221100 chr1 151221090 151221113 SRR057639.51 50 + -
chr7 100613344 100613367 chr7 100613386 100613409 SRR057639.52 50 + -
kde 1 a 4 sloupecˇek je oznacˇen´ı chromozomu˚, na ktery´ch se ready nacha´z´ı. Sloupecˇky
2 ,3 ,5 ,6 jsou sourˇadnice read˚u. Za´veˇrem spoj´ıme takto usporˇa´dane´ paired-end ready
do jednoho fragmentu na´sleduj´ıc´ım skriptem.
awk ’BEGIN {
while (getline < "bedpe")
{
# pokud ready pocha´zejı´ ze stejne´ho chromozomu
if ($1 == $4){
# pokud prvnı´ read se nacha´zı´ prˇed druhy´m readem, ulozˇı´m
pocˇa´tecˇnı´ a konecˇnou pozici pro fragment
if($2<$5) {start = $2; end = $6;}
else {start = $5; end = $3;}
# vy´sledek zapı´sˇu do souboru
{printf $1 "\t" start "\t" end "\n" >> "bed";}
}
}
}’
T´ımto zp˚usobem byl forma´t BEDPE prˇeveden na forma´t BED, ktery´ jizˇ mu˚zˇeme
pouzˇ´ıt pro vy´pocˇet pokryt´ı transposon˚u fragmenty a pokracˇovat zp˚usobem podobny´m
u single-end read˚u. BED forma´t vypada´ na´sledovneˇ.
$ head -5 bed
chr1 204095144 204095212
chrM 13895 13960
chr1 22853680 22853745
chr5 133938103 133938169
chr20 34241601 34241668
Proble´m nastal prˇi pouzˇit´ı coveragebed, kdy vy´pocˇet trval velmi dlouho, jelikozˇ
soubory pro paired-end ready byly cca 4x veˇtsˇ´ı nezˇ u single-end knihovny. Proto byl
jako na´hrada pouzˇit jiny´ na´stroj s na´zvem intersect (take´ BedTools), ktery´ pracoval
mnohem rychleji. Prˇ´ıkaz intersect v za´kladn´ım nastaven´ı vrac´ı pro 2 vstupn´ı soubory
(BED a anotaci) sourˇadnice spolecˇne´ho prˇekryvu. Proto jsme vyuzˇili parametru -c,
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ktery´ vrac´ı pouze pocˇet prˇekryv˚u (angl. count, pocˇet). Prˇ´ıkaz intersect byl vola´n na´sle-
duj´ıc´ım zp˚usobem.
bedtools intersect -a rmsk.gtf -b fragments.bed -c > coverage
Vy´stupem je stejny´ forma´t souboru jako u na´stroje coveragebed, s t´ım rozd´ılem,
zˇe intersect dopln´ı na konec kazˇde´ho rˇa´dku (odpov´ıdaj´ıc´ı jednomu elementu) anotace
pocˇet prˇekry´vaj´ıc´ıch se read˚u v BED souboru. Na konec souboru se prˇipoj´ı pouze 1
mı´sto 4 sloupecˇk˚u.
Podobneˇ jako u single-end read˚u, je dalˇs´ım krokem vypocˇet normalizovane´ FPKM
hodnoty pro kazˇdy´ element a klasifikace element˚u do skupin. Protozˇe jizˇ pracujeme s
cely´mi fragmenty, mu˚zˇeme do vzorce na vy´pocˇet FPKM rovnou za C dosadit pocˇty
prˇekryv˚u, ulozˇene´ v posledn´ım sloupecˇku. Za hodnotu N dosad´ıme pocˇet read˚u vy-
filtrovany´ch pomoc´ı FLAG vlajky 0x2 a podeˇl´ıme 2 (abychom z paired-end obdrzˇely
fragmenty). Cely´ dalˇs´ı postup klasifikace transposon˚u do skupin je stejny´ jako u single-
end read˚u.
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9 Zhodnocen´ı vy´sledk˚u
Pro srovna´n´ı a oveˇrˇen´ı spra´vnosti byl cely´ postup analy´zy aplikova´n na data, pouzˇita´ prˇi
tvorbeˇ cˇla´nku zaby´vaj´ıc´ım se mimo jine´ aktivitou transposon˚u u cˇloveˇka [45]. Zmı´neˇna´
data jsou v prˇ´ıpadeˇ potrˇeby k nalezen´ı na SRA NCBI databa´zi (odkazy v cˇla´nku) a
pocha´z´ı z krevn´ıch buneˇk typu PBMC (angl. zkr. peripheral lood mononuclear cells,
tedy perifern´ı krevn´ı mononuklea´rn´ı bunˇky). Vy´sledna´ aktivita transposon˚u, vyja´drˇena´
pocˇtem namapovany´ch read˚u, byla shodna´ s vy´sledky, ktery´ch bylo dosazˇeno aplikac´ı
postupu zpracova´n´ı dat, vytvorˇeny´m v te´to pra´ci. T´ım dosˇlo k oveˇrˇen´ı spra´vnosti pos-
tupu. Analyzovana´ data byla normalizova´na pomoc´ı RPKM.
Lidske´ transposony jsou rozdeˇleny do cˇtyrˇ hlavn´ıch trˇ´ıd, LINE, SINE, DNA a LTR.
Protozˇe trˇ´ıda SINE zahrnuje zaj´ımavou skupinu Alu element˚u, byla tato trˇ´ıda pro
u´cˇely analy´zy da´le rozdeˇlena do dvou hlavn´ıch skupin Alu a MIR. Teˇchto peˇt skupin
(LINE, DNA, LTR, Alu, MIR) tvorˇ´ı za´kladn´ı klasifikaci transposon˚u. Detailneˇjˇs´ı pohled
na aktivitu transposon˚u je poskytnut rozdeˇlen´ım na jednotlive´ rodiny, pro ktere´ byla
take´ pouzˇita RPKM normalizace. Prˇ´ıslusˇne´ grafy jsou z d˚uvodu prostorove´ na´rocˇnosti
uvedeny v prˇ´ıloze C. Pouzˇite´ datasety (pro tluste´ strˇevo 4 datasety - 2 rakovina a
2 normal, pro prostatu 10 dataset˚u - 5 rakovina a 5 normal) byly pro ohodnocen´ı a
vykreslen´ı graf˚u v ra´mci sve´ skupiny zpr˚umeˇrova´ny.
9.1 Rozd´ıly v aktiviteˇ hlavn´ıch trˇ´ıd TE
Aktivitu transposon˚u u norma´ln´ıch a rakovinny´ch buneˇk tluste´ho strˇeva a prostaty
shrnuje obr. 22. Prˇi pouzˇit´ı RPKM normalizace byly potvrzeny publikovane´ vy´sledky,
tedy zˇe v rakovinny´ch bunˇka´ch docha´z´ı ke zvy´sˇen´ı aktivity transposon˚u [4]. Ta byla de-
tekovana´ ve vsˇech skupina´ch TE. Nejvysˇsˇ´ı aktivity zdrave´ a nemocne´ tka´neˇ dosahovaly
LINE a Alu elementy. Na obr. 23 je videˇt rozd´ıl mezi expres´ı TE v prostateˇ a tluste´m
strˇeveˇ, kde u prostaty docha´z´ı k vy´razneˇ vysˇsˇ´ı aktiviteˇ, nezˇ je tomu u tluste´ho strˇeva.
Pokud bereme v u´vahu u´rovenˇ exprese v za norma´ln´ıho stavu, u Alu dosˇlo k nejvysˇsˇ´ımu
rozd´ılu v expresi.
Jedn´ım z hlavn´ıch mechanismu˚ zp˚usobuj´ıc´ıch zvy´sˇen´ı aktivity transposon˚u, je ztra´ta
metylace v oblasti promotoru. Vy´skytem zmeˇn v DNA methylaci by bylo mozˇne´ na´r˚ust v
aktiviteˇ transposon˚u vysveˇtlit. Tyto vy´sledky bychom mohli zprˇesnit analy´zou veˇtsˇ´ıho
mnozˇstv´ı dataset˚u. Rozd´ılna´ aktivita transposon˚u u prostaty a tluste´ho strˇeva naz-
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Obra´zek 22: Mı´ra exprese transposon˚u u norma´ln´ıch a rakovinny´ch buneˇk s pouzˇitou
RPKM normalizac´ı.
Obra´zek 23: Rozd´ıly v expresi norma´ln´ıch a rakovinny´ch buneˇk s RPKM normalizac´ı.
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nacˇuje, zˇe je aktivita transposon˚u tka´nˇoveˇ specificka´. Z toho d˚uvodu by bylo zaj´ımave´
prove´st analy´zu u jine´ho typu tka´n´ı.
9.2 Rozd´ıly v aktiviteˇ rodin TE
Detailneˇjˇs´ı pohled na rozd´ıly v expresi transposon˚u lidske´ho genomu poskytne jejich
podrobneˇjˇs´ı rozdeˇlen´ı do jednotlivy´ch rodin. Toto rozdeˇlen´ı je cele´ k nalezen´ı v prˇ´ıloze,
cˇa´st C. Je patrne´, zˇe pouze u neˇkolika rodin transposon˚u docha´z´ı k vy´razne´ zmeˇneˇ v
expresi mezi zdravy´mi a nemocny´mi bunˇkami. Naprˇ´ıklad Alu elementy jsou rozdeˇleny
do trˇ´ı hlavn´ıch skupin AluJ, AluS a AluY, podle sta´rˇ´ı (AluY nejmladsˇ´ı, AluJ nejstarsˇ´ı).
Ze skupiny AluY je pouze stejnojmenna´ rodina AluY vy´razneˇ aktivneˇjˇs´ı u rakovinny´ch
nezˇ u zdravy´ch buneˇk. Podobny´ rozd´ıl je prˇ´ıtomen jak u prostaty, tak u tluste´ho strˇeva.
Dalˇs´ı takove´ prˇ´ıklady jsou k nalezen´ı ve vsˇech trˇ´ıda´ch transposon˚u.
Za povsˇimnut´ı take´ stoj´ı vysoky´ rozd´ıl v expresi dlouhy´ch LINE z rodin L2, L3
na obr. 24. Ze trˇ´ıdy DNA transposon˚u dosahuj´ı vy´razny´ch rozd´ıl˚u rodiny MER5A a
MER5B, ze trˇ´ıdy LTR rodiny MLT1B a MLT1A1.
9.3 Diskuze o pouzˇit´ı RPKM
Pro vy´pocˇet RPKM potrˇebujeme trˇi hodnoty (C = pocˇet namapovany´ch read˚u, L =
celkovy´ pocˇet read˚u v experimentu a N = de´lku elementu). Prˇi blizˇsˇ´ım pohledu na
de´lku transposon˚u v anotaci zjist´ıme, zˇe se v n´ı vyskytuj´ı i velmi kra´tke´ fragmenty,
ktere´ pravdeˇpodobneˇ ani nemohou by´t aktivn´ı. Chyba nevznikne namapova´n´ım readu
na kra´tky´ transposon, z d˚uvodu jeho aktivity, ale proto, zˇe jeho sekvence je homologn´ı
s ostatn´ımi elementy dane´ skupiny. Po prˇepocˇtu do RPKM z´ıska´ tento fragment vysˇsˇ´ı
ohodnocen´ı nezˇ aktivn´ı dlouhe´ fragmenty. Vyply´va´ to ze vzorce (2) na vy´pocˇet RPKM.
Z d˚uvodu blizˇsˇ´ıho prozkouma´n´ı byly vykresleny histogramy s de´lkovy´m rozlozˇen´ım
transposon˚u pro vsˇech peˇt hlavn´ıch skupin (LINE, DNA, LTR, Alu a MIR), viz prˇ´ıloha
A. Pro LINE, DNA a LTR obsahuje anotace velke´ mnozˇstv´ı kra´tky´ch fragment˚u, ktere´
do normalizace zana´sˇej´ı chyby. Situace je zna´zorneˇna na obr. 25., kde je patrne´ nejvysˇsˇ´ı
zastoupen´ı kra´tky´ch element˚u LINE mensˇ´ıch nezˇ 150 bp. Maly´ na´r˚ust na cca 6kbp znacˇ´ı
prˇ´ıtomne´ LINE transposony plne´ de´lky. Oproti tomu transposony Alu a MIR vykazuj´ı
z obou stran ohranicˇene´ p´ıky, ktere´ koresponduj´ı s jejich konsenzua´ln´ı de´lkou. U Alu
transposon˚u je v histogramove´m rozlozˇen´ı videˇt vy´razny´ p´ık na 300 bp. V u´vahu je
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Obra´zek 24: Detailn´ı pohled na rodiny transposon˚u pro transposony trˇ´ıdy LINE. Ostatn´ı
trˇ´ıdy jsou k nalezen´ı v prˇ´ıloze. 66
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Obra´zek 25: Histogram de´lek LINE transposon˚u prˇ´ıtomny´ch v anotaci, ostatn´ı his-
togramy v prˇ´ıloze. P´ık na cca 6kbp znacˇ´ı LINE transposony plne´ de´lky (cca 6,2 kbp).
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take´ nutne´ bra´t to, zˇe metoda RPKM byla vytvorˇena z d˚uvodu potrˇebne´ normalizace
exprese gen˚u, v´ıce v referenci [46].
Mozˇny´m vy´chodiskem pro proveden´ı potrˇebne´ normalizace by bylo odstranit z ano-
tace elementy, ktere´ se svoj´ı de´lkou vy´razneˇ liˇs´ı od pr˚umeˇrne´ de´lky aktivn´ıho elementu
pro danou skupinu. T´ımto zobecneˇn´ım bychom vsˇak o cˇa´st informace prˇiˇsli. Nebo by
take´ bylo mozˇne´ do vy´pocˇtu RPKM dosadit za N prˇ´ımo pr˚umeˇrnou de´lku elementu
dane´ skupiny, cˇ´ımzˇ by meˇlo doj´ıt k mı´rne´mu zprˇesneˇn´ı (znevy´hodnili bychom proble´-
move´ kra´tke´ fragmenty).
9.4 Diskuze o pouzˇit´ı TopHat
Prˇi oveˇrˇova´n´ı vy´sledk˚u vyvstala ota´zka o vhodnosti pouzˇit´ı programu TopHat pro
namapova´n´ı read˚u. Prˇi snaze nale´zt konkre´tn´ı transposony v genomu, ktere´ vykazuj´ı
vy´razny´ rozd´ıl v expresi (a jejich zobrazen´ı na IGV prohl´ızˇecˇi [60]) byly nalezeny
transposony, ktere´ se nacha´zej´ı mezi dveˇma exony. Ready prˇitom nebyly namapovane´
prˇ´ımo na tyto transposony, tud´ızˇ tyto transposony nevykazovaly zˇa´dny´ rozd´ıl v aktiv-
iteˇ. Jednalo se o ready, ktere´ se nepodarˇilo namapovat v celku. Z toho d˚uvodu byly
ready TopHatem rozdeˇleny na dva kratsˇ´ı celky, ktere´ byly namapova´ny zvla´sˇt’. Tento
prˇ´ıstup umozˇnˇuje efektivn´ı identifikaci mezer mezi exony. Rozdeˇlene´ ready vsˇak nejsou
rozdeˇleny na 2 cˇa´sti i v SAM souboru, ale jsou reprezentova´ny jedn´ım readem, ktery´
ma´ na startovn´ı pozici pocˇa´tecˇn´ı pozici prvn´ı cˇa´sti readu a na konecˇne´ pozici konecˇnou
pozici druhe´ cˇa´sti readu. Informace o mezerˇe mezi teˇmito dveˇma cˇa´stmi je ulozˇena v
CIGAR rˇeteˇzci, se ktery´m jsme prˇi vy´pocˇtu pokryt´ı transposon˚u ready nepracovali.
Protozˇe se TopHat snazˇ´ı nenamapovane´ ready namapovat pomoc´ı jejich rozdeˇlen´ı na
mensˇ´ı u´seky, vznika´ v na´sledne´ analy´ze odchylka. Tuto informaci bychom mohli vyuzˇ´ıt
pro dalˇs´ı uprˇesneˇn´ı vy´sledku a vyzkousˇet pouzˇit´ı jine´ho na´stroje, ktery´ namapova´va´
ready v celku. Naprˇ´ıklad zminˇovanou Bowtie. Namapova´n´ım read˚u v celku bychom
nejenom odstranili tuto odchylku, ale dosˇlo by ke sn´ızˇen´ı pocˇtu namapovany´ch read˚u.
To by vysveˇtlilo, procˇ bylo na TE namapova´no cca 19,6% read˚u, kdyzˇ je v lidske´m
genomu aktivn´ıch transposon˚u me´neˇ nezˇ 1%. Program TopHat byl pouzˇit, protozˇe je
nejpouzˇ´ıvaneˇjˇs´ım programem pro namapova´n´ı RNA-seq read˚u, jehozˇ hlavn´ım c´ılem je
analy´za gen˚u. Vy´sˇe uvedene´ d˚uvody vsˇak naznacˇuj´ı, zˇe pro analy´zu transposon˚u nen´ı
prˇ´ıliˇs vhodny´.
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Transposony jsou schopny svoj´ı aktivitou zp˚usobovat veˇtsˇ´ı cˇi mensˇ´ı zmeˇny v genomu
vedouc´ı ke geneticke´ nestabiliteˇ, ktera´ byla proka´zana´ v rakovinny´ch bunˇka´ch. Jejich
aktivita je v norma´ln´ıch bunˇka´ch omezena, aby se zabra´nilo sˇkoda´m. Regulaci trans-
poson˚u maj´ı na starost trˇi hlavn´ı mechanismy: metylace promotoru, umlcˇova´n´ı trans-
posonove´ mRNA interferenc´ı a transkripcˇn´ı faktory nutne´ pro aktivaci transposon˚u.
Abnorma´ln´ı vzor metylace DNA je cˇasto pozorova´n v rakovinny´ch bunˇka´ch. Hypomety-
lace promotoru transposonu umozˇn´ı jeho aktivaci. Pote´ je nutna´ prˇ´ıtomnost spra´vny´ch
transkripcˇn´ıch faktor˚u a utlumen´ı mechanismu mRNA interference. V prˇ´ıpadeˇ ak-
tivn´ı mRNA interference by byl transkript transposonu znicˇen. Ota´zkou z˚usta´va´, zda
zvy´sˇena´ aktivita transposon˚u v rakovinny´ch bunˇka´ch je d˚usledkem zmeˇn, ktery´mi bunˇka
procha´z´ı, nebo se jedna´ o jednu z prˇ´ıcˇin vzniku rakoviny.
Spojen´ı vzniku rakoviny se zvy´sˇenou aktivitou transposon˚u je aktua´ln´ı te´ma, prˇede-
vsˇ´ım d´ıky rozvoji novy´ch technologi´ı umozˇnˇuj´ıc´ıch sekvenaci repetitivn´ıch oblast´ı genomu.
RNA-seq technologie patrˇ´ı mezi sekvenacˇn´ı metody nove´ generace a umozˇnˇuje prˇesnou
analy´zu cele´ho buneˇcˇne´ho transkriptomu. Oproti microarray technologi´ım poskytuje
rˇadu vy´hod, zejme´na umozˇnˇuje objevovat nove´ transkripty. RNA-seq produkuje velke´
mnozˇstv´ı dat, ktere´ je trˇeba vy´pocˇetneˇ zpracovat. V te´to pra´ci byly srovna´ny exp-
rese jednotlivy´ch rodin lidsky´ch transposon˚u u rakovinne´ a norma´ln´ı tka´neˇ pomoc´ı dat
z RNA-seq experimentu. Z SRA NCBI databa´ze byla stazˇena experimenta´ln´ı data,
ktera´ byla pouzˇita ke srovna´n´ı rozd´ılne´ exprese transposon˚u tluste´ho strˇeva a prostaty.
Pro zpracova´n´ı dat byly pouzˇity jak volneˇ dostupne´ sofistikovane´ na´stroje, tak vlastn´ı
skripty. U obou dvou analyzovany´ch tka´n´ı byl detekova´n na´r˚ust aktivity transposon˚u
u rakovinny´ch buneˇk. Vy´razneˇ vysˇsˇ´ı na´r˚ust aktivity byl pozorova´n u buneˇk prostaty. Z
hlavn´ıch skupin transposon˚u byla nejvysˇsˇ´ı aktivita a za´rovenˇ nejvysˇsˇ´ı rozd´ıly detekova´ny
u LINE a Alu transposon˚u. Transposony byly da´le klasifikova´ny do jednotlivy´ch rodin.
Pro rodiny byly vykresleny rozd´ıly v expresi, cozˇ poskytlo detailneˇjˇs´ı na´hled na aktivitu
lidsky´ch transposon˚u. Vy´sledky dosazˇene´ v te´to pra´ci koresponduj´ı s publikovany´mi i
prˇes rizika analy´zy, diskutovana´ v kapitola´ch 9.3 a 9.4, .
Tato pra´ce poskytuje za´kladn´ı na´hled do perspektivn´ı oblasti aktivity transposon˚u v
rakovinny´ch bunˇka´ch. Pro objasneˇn´ı souvislosti zvy´sˇene´ aktivity transposon˚u se vznikem
rakoviny je trˇeba rozsa´hle´ho vy´zkumu. Techniku sekvenace nove´ generace je mozˇne´
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pouzˇ´ıt na detekci zmeˇn v metylaci DNA (angl. Bisulfite Sequencing) a zkouma´n´ı novy´ch
transposonovy´ch inzerc´ı. Ze srovna´n´ı exprese transposon˚u u tluste´ho strˇeva a prostaty
je videˇt, zˇe docha´z´ı ke tka´nˇoveˇ specificky´m rozd´ıl˚um. Pro v´ıce komplexn´ı pohled je trˇeba
dalˇs´ıch analy´z jiny´ch typ˚u tka´neˇ.
Z d˚uvodu vysoke´ vy´pocˇetn´ı na´rocˇnosti, prˇi ktere´ je nutne´ zpracova´vat velke´ objemy
dat (celkovy´ objem vstupn´ıch dat je 67 GB ve forma´tu FASTQ), je te´meˇrˇ nemozˇne´
prova´deˇt analy´zu RNA-seq dat na beˇzˇne´m pocˇ´ıtacˇi. Vesˇkera´ analy´za proto byla prova´deˇna
na vy´pocˇetn´ım centru MetaCentrum [40]. Na testova´n´ı i samotnou analy´zu bylo na
MetaCentru spusˇteˇno 528 u´loh s celkovou spotrˇebou 73,8 dn˚u procesorove´ho cˇasu.
Protozˇe sta´le docha´z´ı ke snizˇova´n´ı na´klad˚u na sekvenaci DNA, v budoucnosti by
mohla by´t sekvenace genomu a transkriptomu prova´deˇna v ra´mci preventivn´ı pe´cˇe.
Identifikace novy´ch transposonovy´ch inzerc´ı a detekce jejich aktivity v r˚uzny´ch rakovin-
ny´ch bunˇka´ch by mohla pomoci prˇi diagnostice rakoviny. Transposony by se take´ mohly
uplatnit prˇi le´cˇbeˇ geneticky podmı´neˇny´ch chorob a tud´ızˇ by slouzˇily jako za´klad pro gen-
ovou terapii. Pouzˇit´ı transposon˚u slibuje nizˇsˇ´ı imunogenicitu, vysˇsˇ´ı bezpecˇnost a sn´ızˇene´
operacˇn´ı na´klady nezˇ je tomu prˇi pouzˇit´ı virovy´ch vektor˚u. Dva DNA transposony byly
jizˇ rekonstruova´ny jako na´stroj genove´ terapie. Jedna´ se o transposon Sleeping Beauty,
ktery´ je p˚uvodneˇ neaktivn´ı element z lososovite´ ryby. Na´zev poukazuje na to, zˇe byl
transposon zaktivova´n po dlouhe´m evolucˇn´ım spa´nku. Dalˇs´ım je PiggyBac element z
genomu baciloviru. Pouzˇit´ı o transposon˚u jako stra´zˇc˚u nasˇeho genomu je jednou z bu-
douc´ıch viz´ı genove´ terapie.
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SEZNAM ZKRATEK
TE transposon (z angl. Transposable Element)
LTR typ transposonu obsahuj´ıc´ı dlouhe´ koncove´ repetice (z angl. Long
Terminal Repeat), naopak non-LTR
LINE Long Interspersed Nuclear Elements
SINE Short Interspersed Nuclear Elements
SVA typ transposonu slozˇeny´ ze SINE/VNTR/Alu
TSD kra´tka´ duplikace c´ılove´ho mı´sta (z angl. Target Site Duplication)
TIR obra´cene´ koncove´ repetice (z angl. Terminal Inverted Repeats)
VLP cˇa´stice typu VLP (z angl. Virus Like Particle)
ORF cˇtec´ı ra´mec (z angl. Open Reading Frame)
TPRT mechanismus tanspozice non-LTR TE (z angl. Target site Primed
Reverse Transcription)
FL elementy cele´ de´lky (z angl. Full Length)
UTR netranslatovana´ oblast (z angl. UnTranslated Region)
VNTR sekvence tandemovy´ch repetic (z angl. Variable Number Tandem
Repeats)
siRNAs zp˚usob RNA interference (z angl. Small Interfering RNA)
piRNA zp˚usob RNA interference (z angl. PIWI-interacting RNA)
HERV lidske´ endogenn´ı retroviry (z angl. Human Endogenous Retrovirus)
NAHR ektopicka´ rekombinace (z angl. Non Allelic Homologous
Recombination)
NGS sekvenace prˇ´ıˇst´ı generace (z angl. Next Generation Sequencing)
MPSS masivneˇ paraleln´ı sekvenova´n´ı (z angl. Massively Parallel Signature
Sequencing)
CCD typ senzoru (z ang. Charge Coupled Device)
emPCR emulzn´ı polymera´zova´ rˇeteˇzova´ reakce
dNTP deoxynukleozidtrifosfa´t
cDNA komplementa´rn´ı deoxyribonukleova´ kyselina
SOLiD platforma pro sekvenaci na za´kladeˇ ligace (z angl. Sequencing by
Oligo Ligation and Detection)
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PRˇI´LOHY
A De´lky transposon˚u v anotaci
1
2
3
4
5
B Rozdeˇlen´ı read˚u
Prostata - Rakovina
6
7
Prostata - Normal
8
9
Tluste´ strˇevo - Rakovina
10
Tluste´ strˇevo - Normal
11
C Rozd´ıly v expresi rodin lidsky´ch transposon˚u
12
13
14
15
16
17
18
19
